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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Mehrstufenkonzept der Kanzerogenese

Die Entstehung von Krebs (Kanzerogenese) ist ein mehrstufiger Prozel3, der sich in
Initiations-, Promotions- und Progressionsphase unterteilen 1aR3t. Neben erblichen
Faktoren werden hauptsachlich aufRere Einflisse, sogenannte Krebsrisikofaktoren
fur die Tumorinitiation verantwortlich gemacht, die letztlich einen genetischen Scha-
den (Mutation) in der betroffenen Zelle bewirken. Zu den Krebsrisikofaktoren zéhlen

neben Strahlung und Viren insbesondere die Exposition mit kanzerogenen Fremd-

Mutation
Metabolismus (  DNA-Addukte ( Zellproliferation ( Metastasierung
(e

Abb.1.1 Schema zum Mehrstufenmodell der Kanzerogenese (nach Guengerich,
1996, modifiziert)

stoffen.

Kanzerogene Fremdstoffe konnen direkt wirken oder werden erst nach metaboli-
scher Aktivierung biologisch aktiv. Sie kdnnen als Tumorinitiator, Promotor oder
komplettes Kanzerogen wirken. Die Induktion von DNA-Schaden durch physikali-
sche oder chemische Eigenschaften von Xenobiotika bezeichnet man als Genotoxi-
zitat. Wird ein in Folge genotoxischer Wirkungen entstandener DNA-Schaden nicht
repariert sondern manifestiert, so entsteht eine Mutation (Lutz, 1990; Ashby, 1995).
Eine Mutation ist das Initiationsereignis hin zur Malignisierung einer Zelle, wobei
mehrere Initiationsereignisse zusammenwirken konnen. Als Folge einer Aktivierung
von Protoonkogenen oder der Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen erhalt die
Zelle dadurch einen Wachstumsvorteil.

In der Promotionsphase wird das Zellwachstum der veréanderten Zellen stimuliert,

z.B. durch Eingriffe in die Signaltransduktion. Die verantwortlichen Promotoren be-
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wirken selbst keine irreversible Veréanderung der Zelle. Die entstehenden Zellpopu-
lationen weichen in der Folge zunehmend vom Phanotyp der Ausgangszellen ab,
wobei bis zur Tumorentstehung mehrere Jahre vergehen kénnen. Ein Schema zur
mehrstufigen Krebsentstehung ist in Abb. 1.1 wiedergegeben.

Nur wenige Krebsrisikofaktoren konnten bisher eindeutig fur die Entstehung von
spezifischen Tumorerkrankungen verantwortlich gemacht werden. Ein Indiz, daf}
sogenannte | lifestyle“-Faktoren und weniger genetische Préadisposition fur das indi-
viduelle Krebsrisiko bestimmend sind, ist zum Beispiel die Haufigkeit fir das Auftre-
ten bestimmter Tumoren bei Einwanderern, die sich bereits nach einer Generation
der Auftrittshaufigkeit im Gastland anpasst. Durch eine Reihe epidemiologischer
Studien ist der Zusammenhang zwischen Rauchen und der Entstehung von Lungen-
krebs eindeutig belegt. Bei Teerarbeitern konnte die berufliche Expositionen mit der
Entstehung bestimmter Tumoren in Verbindung gebracht werden (Harris, 1991; Ei-
senbrand & Metzler,1994, Guengerich, 1996 2)).

Zur Minimierung des Krebsrisikos fur den Menschen und zur Entwicklung von Pré-
ventionsmafinahmen ist daher die ldentifizierung von chemischen Kanzerogenen
und die Aufklarung ihres Wirkmechanismus von entscheidender Bedeutung.

Zu den sehr wirksamen chemischen Kanzerogenen z&hlen N-Nitrosoverbindungen
wie 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-Pyridyl)-1-Butanon (NNK), Naturstoffe wie Aflatoxin
B; (AfB;) und auch zahlreiche polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK)
wie Benzo[a]pyren (B[a]P) (Abb.1.2).

NNK

AfB, B[a]P

Abb. 1.2 Beispiele bekannter kanzerogener Stoffe
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1.2 Fremdstoffmetabolismus

In der Entgiftung von Fremdstoffen unterscheidet man sogenannte Phase |- und
Phase lI-Reaktionen. Phase I-Reaktionen bewirken vor allem oxidative Veranderun-
gen am Molekul, wobei funktionelle Gruppen wie Hydroxylgruppen in das Molekiil
eingefuhrt werden. Hierdurch wird ihre Polaritat erh6ht und damit die Ausscheidbar-
keit verbessert. In Phase Il wird diesem Metaboliten ein polares Molekul des Inter-
mediarstoffwechsels angehangt (Glutathion, Glucuronsaure, Sulfat) und seine Pola-
ritdt dadurch drastisch erhoht. Eine Reihe von Fremdstoffen stellen Prokanzerogene
dar, die erst durch Phase I-Reaktionen in die aktive Form, die ultimalen Kanzeroge-
ne biotransformiert werden. Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe sind eine
Gruppe von Fremdstoffen, die ihre kanzerogene Wirkung erst nach endogener Akti-

vierung entfalten (Eisenbrand & Metzler, 1994).

1.3 Cytochrom P450 abhangige Monooxygenasen

Das Cytochrom P450 (CYP 450)-Monooxygenase-System ist eine Enzym-
Superfamilie und das wichtigste Phase I-Enzymsystem des Fremdstoffmetabolismus.
In der Ratte wurden bisher mehr als 50 Isoformen identifiziert, wahrend beim Men-
schen 30 Isoformen bekannt sind (Waterman & Johnson, 1991; Marquardt & Schéa-
fer, 1994).

1.3.1 Nomenklatur

Die Nomenklatur der CYP 450-Isoenzyme basiert auf Homologien in der Aminosau-
resequenz. Die erste Zahl bezeichnet die Familie der CYP-Isoenzyme. Zwei Isoen-
zyme gehoren der gleichen Familie an, wenn ihre Sequenzhomologie 40-55% be-
tragt. Die Sequenzhomologie zweier Isoenzyme einer Unterfamile ist gré3er als 55%
(Bezeichnung mit Buchstaben). Das einzelne Isoenzym wird wiederum mit einer Zahl
gekennzeichnet. Zwei Isoenzyme gelten als identisch, wenn ihre Aminoséurese-
guenzen zu mehr als 97% identisch sind (Abb. 1.3) (Marquardt & Schafer, 1997).
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CYP1 A 2

e N

Familie Unterfamilie Isoenzym
Homologie in der Aminoséure-Sequenz

40-55% 55-97% > 97%

Abb.1.3 Nomenklatur der CYP 450-Isoenzyme

1.3.2 Funktion, Lokalisation und Reaktionszyklus

CYP 450-Enzyme katalysieren insbesondere Oxidationsreaktionen mit molekularem
Sauerstoff unter Verbrauch von Reduktionsédquivalenten in Form von NADPH. Ein
Sauerstoffatom wird dabei in das Substrat eingebaut, das andere zu Wasser redu-

ziert, folglich kann folgende Bruttogleichung formuliert werden:

Substrat + O, + NADPH—> oxigeniertes Substrat + H,O + NADP*

CYP 450-Enzyme sind im wesentlichen lokalisiert in den Membranen des endoplas-
matischen Retikulums und der Mitochondrien, wo sie mit NADPH-Reduktase als En-

zymkomplex vorliegen (Abb.1.4).

Abb.1.4 Lokalisation des CYP 450-Enzymkomplexes im endoplasmatischen Retiku-
lum (Nebert, 1987)
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CYP 450 ist ein Hamprotein mit einem Protoporphyrin IX als prosthetischer Gruppe

mit einem komplex gebundenen Eisen-lon (Eisenbrand, Metzler 1994) (Abb.1.5).

Ham

Abb.1.5 Ham-Struktur in CYP 450-Enzymen (Eisenbrand & Metzler, 1994) und drei-
dimensionale Proteinstruktur des bakteriellen CYP 102 mit Ham im Zentrum (Marnett
& Kennedy, 1995)

Beim Reaktionszyklus der CYP 450-vermittelten Oxidation (Abb.1.6) wird zunachst
ein lipophiles Substrat (RH) am aktiven Zentrum des Enzyms angelagert (1), an-
schlieend wird der Enzym-Substrat-Komplex durch ein Elektron der CYP 450-
Reduktase reduziert (2). Molekularer Sauerstoff wird mit hoher Affinitat an das Fe**
gebunden (3). Der entstandene Komplex tbernimmt anschlie3end erneut ein Elek-
tron von der Reduktase (4), das wie das erste Elektron von NADPH Ubertragen wird,
wodurch der Sauerstoff formal in der Oxidationsstufe des Peroxids vorliegt. Nach
Disproportionierung und Aufnahme zweier Protonen wird Wasser abgespalten (5).
Im nachsten Schritt wird das Substrat mit dem verbleibenden Sauerstoff oxigeniert
(6) und (7) (Anlagerung an eine Doppelbindung oder Einschub in eine C-H-
Bindung). Im letzten Schritt 16st sich das oxigenierte Substrat ab (8) (Eisenbrand &
Metzler, 1994).
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Abbl.6 Reaktionszyklus CYP 450-vermittelter Oxidationen

1.3.3 CYP 450-Isoformen

Eine einzige Isoform kann eine ganze Reihe von Substraten metabolisieren, wah-
rend viele Substrate nur durch einzelne Isoenzyme metabolisiert werden. Weiterhin
sind CYP 450 Enzyme an der Synthese von spezifischen endogenen Substraten
beteiligt wie Fettsduren, Steroiden und Eicosanoiden (Guengerich, 1995 2), Rendic
& Di Carlo, 1997).

Die aufgereinigten Isoformen unterscheiden sich in ihren elektrophoretischen und
immunochemischen Eigenschaften, Primarsequenzen und in ihren spezifischen ka-
talytischen Aktivitaten. Kleinste Unterschiede zwischen den verschiedenen CYP
450-Proteinen kdnnen bereits dramatischen Einflul auf die Substratspezifitdt und
Aktivitat des Enzyms ausiben bis zum voélligen Verlust einer spezifischen Aktivitat
(Guengerich, 1995 2)). Die Gesamtaktivitat sowie spezifische Aktivitaten werden
hauptsachlich durch Veradnderungen im Gesamtgehalt einzelner CYP-Isoenzyme
bewirkt. Einige CYP 450-Isoformen sind induzierbar. Zahlreiche CYP 450-Induktoren
sind beschrieben, die teilweise einzelne, meistens jedoch eine ganze Reihe von

Isoenzymen induzieren (Dannan et al., 1983; Guengerich et al., 1982). Genetischer
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Polymorphismus ist ein weiterer Aspekt im Zusammenhang mit CYP 450-Regulation,
der sowohl in Versuchstieren als auch beim Menschen fir bestimmte spezifische
Aktivitaten beschrieben wurde. Ein solcher Polymorphismus ist definiert als ein ge-
netisch bedingter Unterschied in der CYP 450-Isoenzym-Expression, der mehr als
2% einer Population betrifft. Phanotypisch kann sich der Polymorphismus im Fehlen
einer spezifischen CYP 450-Isoenzym-Expression oder fehlender Induzierbarkeit
einer CYP 450-Isoform auf3ern (Guengerich, 1995 2)).

Gleiche Isoenzyme verschiedener Tierspezies bezeichnet man als orthologe Enzy-
me. Sie weisen groRere Sequenzhomologien auf als zwei Isoenzyme der gleichen
Unterfamilie innerhalb der gleichen Spezies. Die orthologen Enzyme besitzen grol3e
Ahnlichkeiten in der Substratspezifitat (Marquardt & Schafer, 1994). Zwischen ein-
zelnen Spezies konnen grol3e Unterschiede im organspezifischen CYP 450-
Isoenzym-Spektrum bestehen. In Tabelle 1.1 sind verschiedene Isoenzyme der Hu-
manleber und Rattenleber gegenubergestellt (Soucek & Gut, 1992; Nedelcheva &
Gut, 1994).

Tab. 1.1 Vergleich von CYP 450 Isoenzymen in Humanleber und Rattenleber

Anteil am Ge- Anteil am Ge- Sequenz-
samt-CYP 450 samt-CYP 450 | homologie [%]
Ratten- [%] Human- [%] (Soucek & Gut,
leber (Nedelcheva & leber 1992)
Gut, 1994
Cresteil, 1998)
1A2 2 1A2 13-18 80
2C11 54 2C 20-25 -
3A1 17 3A4 30-40 73
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1.4 Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK)

1.4.1 Definition und strukturelle Eigenschaften

Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) ist die Sammelbezeichnung fur
aromatische Verbindungen mit kondensierten Ringsystemen. Sie sind hochlipophile,
in Wasser praktisch unlésliche Stoffe mit hohen Schmelzpunkten und niedrigem
Dampfdruck. Beispiele fur PAK sind in Abb.1.7 wiedergegeben.

Lange Zeit galten PAK als der Prototyp planarer Molekile. Kleine PAK wie Naphtha-
lin sind planar. Wahrend die Ausbildung einer sogenannten Bay-Region, wie sie z.B.
beim B[a]P vorkommt, zu keiner Abweichung von der Planaritat fuhrt, ergaben Be-
rechnungen der Molekilgeometrie und Rontgenstrukturanalysen, dafd Molekile, die
eine stark sterisch gehinderte sogenannte Fjord-Region ausbilden nicht planar, son-

dern gewinkelt gebaut sind (R6mpp, 1995; Zander, 1995).

Fjord-Region
Bay-Region

Yoot
v ayy HY

Naphthalin Benzo[a]pyren Benzo[c]phenanthren
Abb.: 1.7 Beispiele fur PAK

1.4.2 Nomenklatur

Das Grundprinzip der IUPAC-Nomenklatur fur PAK besteht darin, dal3 die Namen
groRerer PAH aus den Trivialnamen kleinerer PAH (Basiskomponenten) gebildet
werden. Zu den Basiskomponenten z&ahlen u.a. Pyren und Phenanthren. Zur Be-
zeichnung der auf3eren C-Atome und der C-C-Bindungen werden die Basiskompo-
nenten so angeordnet, daf} sich eine maximal mégliche Anzahl an Ringen auf einer

horizontalen Linie befindet und gleichzeitig eine maximale Anzahl an Ringen rechts
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oberhalb der Linie liegt. Die Bezifferung der C-Atome beginnt im obersten rechts
gelegenen Ring mit Zahlen, die der C-C-Bindungen mit kleinen Buchstaben im Uhr-

zeigersinn von der 1,2-Bindung ausgehend (Abb.1.8) (Zander, 1995).

Abb.1.8 Nomenklatur polycyclischer aromatischer Kohlenwasserstoffe am Beispiel

von Pyren

PAK, die nur aus Sechsringen aufgebaut sind bezeichnet man als ,alternierend”,

solche, die zusatzlich Funfringe in ihrer Struktur aufweisen als ,nonalternierend®.

1.4.3 Entstehung

PAK kommen als Verunreinigungen vorwiegend anthropogenen Ursprungs ubiquitar
in der Umwelt vor. Sie werden durch Pyrolysereaktionen bei unvollstandigen
Verbrennungen (oberhalb 700°C) gebildet. Als Bildungsmechanismus nimmt man
an, daf3 durch Spaltung von C-C-Bindungen kleine Kohlenstoffradikale entstehen,
die sich tber mehrere Zwischenstufen zu PAK vereinigen (Zander 1995). Stets wird
ein sehr komplexes Gemisch verschiedener PAK gebildet, welches zusétzlich Nitro-
PAK und heterocyclische PAK enthalten kann (Rompp 1995; IARC, 1983). Je nach
Herkunft kann die gebildete PAK-Gesamtmenge um mehrere Grél3enordnungen va-
riieren, ebenso das Spektrum der gebildeten Einzelverbindungen, insbesondere in
Abhangigkeit von der Verbrennungstemperatur. Nachgewiesen wurden PAK v.a. im
Abgas von Kohle-, Ol- und Gasfeuerungen, Autoabgasen aus Diesel- und Benzin-

motoren und im Zigarettenrauch (Haupt- und Nebenstrom). 59 PAKs wurden in
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Kraftfahrzeugabgasen, 120 in der Stadtluft eindeutig identifiziert (Snook et al., 1977;
Zander, 1995).
An Partikel (Staub, Ru3) gebundene PAK werden in der Atmosphare tber weite Di-

stanzen transportiert (Zander, 1995).

1.4.4 Industrielle Bedeutung von PAK

1819 entdeckte A.Garden Naphthalin im Steinkohlenteer, der als Nebenprodukt bei
der Leuchtgasherstellung anfiel. Mehr als 90% des im Teer vorkommenden Kohlen-
stoffs liegt in aromatischen Verbindungen vor. In der Folgezeit gewannen aus Tee-
ren isolierte PAK wie z.B. Naphthalin und Anthracen an Bedeutung in der Farbenin-
dustrie. Grof3e Bedeutung besitzen PAK in der Metallurgie. Die Aluminiumherstel-
lung erfolgt durch Schmelzflu3elektrolyse von Aluminiumoxid und Kryolith. Die dabei
verwendeten Elektroden bestehen aus Kokspulver, das mit einem komplexen Ge-
misch verschiedener PAK gebunden ist. Aus PAK-Gemischen werden auch techni-
sche Rul3e erzeugt, die bei der Herstellung von Autoreifen bendtigt werden (Zander,
1995).

1.4.5 PAK in Lebensmitteln

PAK sind als Spurenkontaminanten auch in Nahrungsmitteln vorhanden. Zum einen
werden Lebensmittel Uber die Luft mit PAK kontaminiert. Infolgedessen zahlt Blatt-
gemuse, welches lber seine grol3e Oberflache PAK-haltige Staubpartikel bindet zu
den besonders belasteten Lebensmitteln. Es wird geschatzt, dal3 der Hauptanteil der
PAK-Aufnahme beim Menschen lber Lebensmittel durch Obst und Gemiise erfolgt.
Zu den Verarbeitungsprozessen, bei denen PAK in Lebensmittel eingebracht oder
gebildet werden, gehdren das Rauchern, vor allem in seiner traditionellen Form,
Darren von Getreide, Rosten von Kaffee und die Rauchgastrocknung von Olsaaten,
wobei die Lipophilie des Lebensmittels (Fette, Ole) die Anreicherung von PAK be-
gunstigt. Besonders hohe PAK-Gehalte wurden bei gegrillten Lebensmitteln gemes-

sen (Erndhrungsbericht 1996; Deutsche Gesellschaft fur Erndhrung e.V.). Nach
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Wallenhorst und Schwenk (1998) ergeben sich orale Aufnahmemengen von 2-500
ng/Tag durch die Nahrung und 4 ng/Tag durch das Trinkwasser

In Deutschland gelten eine Reihe rechtlicher Regelungen zur Belastung von Le-
bensmitteln mit PAK. Fir gerducherte Fleischwaren und Kéase sowie Kasezuberei-
tungen gilt ein Grenzwert fur B[a]P von 1lppb; die Summe ausgewdéhlter PAK im
Trinkwasser ist auf 0,2 ppb limitiert. Eine EU-Richtlinie empfiehlt fur traditionell ge-
raucherte Fleischwaren eine B[a]P-Belastung nicht Gber 1 pg/kg, fir gerducherten
Fisch nicht tUber 5 pg/kg. Fur Zubereitungen aus Raucherrauchkondensaten zur
Aromatisierung von Lebensmitteln, sogenannten ,Flissigrauchzubereitungen®, wur-
de eine Richtkonzentration fur B[a]P von 10 pg/kg Zubereitung (max. 0,03 pg/kg im
aromatisierten Lebensmittel) vorgeschlagen (Council of Europe Publishing,1992 1),
2)).

In Tabelle 1.2 sind Gehalte fur Benzo[a]pyren in Lebensmitteln aufgelistet:

Tab. 1.2 Gehalte von B[a]P in Lebensmitteln

Lebensmittel B[a]P [png/kg] Referenz

Fleisch (gegrillt) 0,1-1,5 Lodovici et al., 1995
Geflugel (geréduchert) 0,1-0,8 Gomaa et al., 1993
Schweine- und Rindfleisch|0,2-2,5 Gomaa et al., 1993
(geréauchert)

Fisch (gerauchert)

-mit externem Rauchgenerator |0,01-0,03 Karl & Leinemann,
-traditionelle Rauchertechnik 0,9 1996

Flissigrauch max 3,4 Gomaa et al., 1993
Speisedl 0,6 (Mittelwert) Lodovici et al., 1995
Traubenkerndl max 43 Lodovici et al., 1995
Nusse max 0,2 De Vos et al., 1990

Rostkaffee max 1,2 Maier et al., 1991
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1.4.6 Kanzerogenitat von PAK

Bereits 1775 berichtete Percival Pott Gber eine hohe Inzidenz des Scrotumkrebses
bei Londoner Schornsteinfegern und stellte dies in ursédchlichen Zusammenhang mit
der Exposition gegeniiber Rul3 und Asche. 1892 wurde das Auftreten von Hautkrebs
und Krebs der inneren Organe bei Schornsteinfegern und Teerarbeitern bekannt.
PAK wurden schlief3lich als krebsauslésendes Agens im Teer identifiziert. Zahlrei-
che PAK sind kanzerogen im Tierversuch, mit unterschiedlichem Potential. Sie er-
zeugen nach systemischer Aufnahme Krebs vor allem in Lunge und Leber, kdnnen
jedoch auch lokal Tumore erzeugen wie man es z.B. bei der Behandlung von Mau-
sehaut beobachtet hat. Im Mehrstufenmodell der Kanzerogenese besitzen sie vor
allem Bedeutung als Initiatoren.

Epidemiologische Studien belegen ein erhdhtes Krebsrisiko fur Hochofenarbeiter
und Arbeiter in der Aluminiumproduktion, welches mit der erhdhten PAK-Exposition
in diesen Bereichen korreliert (IARC, 1983, 1984; Harris, 1991). Es konnte weiterhin
in einer Studie in China gezeigt werden, dal3 eine hohe Lungenkrebssterblichkeit mit
der Rauchgasexposition aus Kohleheizungen und erhéhten PAK-DNA-Addukgehalte
bei den betroffenen Personen korreliert (Mumford et al., 1993). Fur Tabakrauch-
induzierten Krebs werden auch PAK verantwortlich gemacht (IARC, 1983; Shimada
& Guengerich, 1991).

1.4.7 Exposition des Menschen mit PAK

Die PAK-Exposition beim Menschen erfolgt im wesentlichen tGber die Atmungsorga-
ne, den Verdauungstrakt und die Haut. Die Aufnahme Uber die Atmungsorgane er-
folgt durch PAK-haltige Aerosole und Tabakrauch. Uber den Verdauungstrakt wer-
den PAK durch den Verzehr von belasteten Lebensmitteln aufgenommen. Hautkon-
takt mit PAK erfolgt haupséachlich berufsbedingt durch Umgang mit PAK-haltigen
Materialien z.B. in Kokereien, bei Asphaltarbeitern, der Aluminium- und Graphitelek-
trodenproduktion (Angerer et al., 1997 1)). Die Belastung durch Tabakrauch und
berufsbedingte Exposition leistet den Hauptbeitrag fur betroffene Personengruppen,
wahrend umweltbedingte Faktoren von geringerer Bedeutung sind (Angerer et al.,
1997 2), Gundel et al., 1996; Goéen et al., 1995). Als MalRBhahme zur Expositionsbe-
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grenzung hat die Senatskommission zur Prufung gesundheitsschadlicher Arbeits-
stoffe der Deutschen Forschungsgemeinschaft fur B[a]P eine technische Richtkon-
zentration am Arbeitsplatz von 0,002 mg/m?® Luft (0,005 mg/m® Luft in Strangpechbe-

trieben und Kokereien) festgelegt.

1.4.8 Kinetisches Verhalten von PAK im Organismus

Aufgrund ihrer Lipophilie kbnnen PAK die Lipoproteinmembranen von Saugerzellen
sehr leicht passieren. Nach 6h wurden 20-56% einer dermalen PAH-Dosis absor-
biert. Hierbei wurden geringe interindividuelle Unterschiede, jedoch gro3e Unter-
schiede zwischen verschiedenen Applikationsorten festgestellt (Van Rooij et al.,
1993).

Inhalativ aufgenommene, an Partikel gebundene PAK werden im Lungengewebe
resorbiert oder weiter Gber das Sputum in den Gastrointestinaltrakt transportiert, wo
sie ebenso wie oral Uber die Nahrung aufgenommenen PAK im Darm resorbiert,
Uber die Pfortader der Leber zugefuhrt und dort metabolisiert werden. Nach direkter
Injektion von PAK ins Blut werden diese verteilt und kdnnen danach in den meisten
inneren Organen nachgewiesen werden. Die PAK-Gehalte im Blut nehmen rasch ab,
die biliare Sezernierung der Metabolite dagegen zu. Es kommt schlief3lich zur Anrei-
cherung v.a. im Fettgewebe, den mesenterialen Lymphknoten und den Ovarien. PAK
kénnen Uber die Plazenta auf den Fetus Gbergehen (IARC, 1983).

Die Ausscheidung der fast vollstandig in der Leber metabolisierten PAK erfolgt nach
ihrer hepatobiliaren Sezernierung hauptsachlich tber die Faces (Hecht et al, 1979).
In der Ratte wurden signifikante interindividuelle Unterschiede bei der Ausscheidung
von B[a]P-Metaboliten festgestellt (Likhachev et al., 1992).

1.4.9 Metabolismus von PAK

PAK in Ihrer Ausgangsform sind Prakanzerogene, die erst durch Metabolisierung in
ihre biologisch aktive Form Uberfuhrt werden. Die Metabolisierung erfolgt mehrstufig:
Cytochrom P450-vermittelte Oxidation (Phase 1) fuhrt zu Epoxiden. Durch anschlie-
Rende Hydrolyse kdnnen Phenole, Dihydrodiole und Chinone gebildet werden. Die

Bildung der Dihydrodiole aus dem primaren Epoxid wird durch Epoxidhydrolasen
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katalysiert. Weiterhin wird durch die Funktionalisierung der Ausgangsverbindung die
Bildung von Konjugaten mit Glucuronsauren, Glutathion und die Sulfatierung (Phase
II) ermoglicht.

1909
8 4 Sulfatester
6 Glucuronide
+CYP ST
GT
n.e.
—»  Phenole
CX LS e
—»  GSH-Konjugate
(0]

ST
GT Sulfatester
‘O‘ > Glucuronide

OH
OH
B[a]P-7,8-DH
;CYP
n.e.
Q —»  Tetraole
CUL st
OH GSH-Konjugat

OH
B[a]P-7,8-DH-9,10-Epoxid

v

DNA-Addukte

Abb. 1.8 Schema zum Metabolismus von B[a]P zum ultimalen Kanzerogen und mdg-
liche Entgiftungswege (Luch & Platt, 1996); CYP: Cytochrom P450; EH: Epoxidhy-
drolase, n.e.: nicht-enzymatisch; GST: Glutathion-S-Transferase; ST: Sulfotransfe-

rase; GT: Glucuronyltransferase; GSH: Glutathion)
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Die Bildung der Dihydrodiole ist der kritische Schritt der Biotransformation: Weiter-
oxidation eines Dihydrodiols fuhrt zum ultimal kanzerogenen Dihydrodiolepoxid.
Letzteres reagiert unter Bildung kovalenter Addukte mit der DNA oder wird durch
Phase Il-Konjugationsreaktionen oder Hydratisierung zum Tetraol entgiftet.

Der Metabolismus des kanzerogenen Benzo[a]pyren (B[a]P) ist eingehend unter-
sucht. Ungefahr 20 B[a]P-Metabolite und eine Vielfalt von Konjugaten wurde identifi-
ziert. Eine ganze Reihe dieser Verbindungen induziert Mutationen und bindet an
intrazellulare Makromolekile. Als ultimales Kanzerogen wird jedoch nur das B[a]P-
7,8-DH-9,10-Epoxid angesehen

Die Epoxidierung von B[a]P erfolgt zunachst in 4,5-, 7,8-, oder 9,10-Position. Die
reaktiven Epoxide hydratisieren unter Beteiligung einer Epoxidhydrolase zu Dihy-
drodiolen oder bilden nichtenzymatisch Phenole tber eine Carbonyl-Zwischenstufe
(NIH-Shift). Phenole kénnen metabolisch zu Chinonen weiteroxidiert werden. Die
Metabolite werden sulfatiert, mit Glucuronsaure oder Glutathion konjugiert und somit
entgiftet. B[a]P-Dihydrodiole werden unter Beteiligung von CYP 450-Enzymen weiter
zu DH-Epoxiden oxidiert.

Die Epoxidbildung dominiert jedoch lediglich beim 7,8-DH, wobei B[a]P-7,8-
Dihydrodiol-9,10-Epoxid als ultimales Kanzerogen gebildet wird. Dieses kann als
Elektrophil mit den nucleophilen Bestandteilen der DNA reagieren. Die Entgiftung
erfolgt durch Hydrolyse zum Tetraol oder durch Glutathion-S-transferase-vermittelte
Konjugation mit GSH (Abb. 1.8).

Die Bildung der B[a]P-DH-Epoxide erfolgt stereospezifisch (Abb. 1.9).

Zwei Diastereomere von B[a]P-7,8-DH-Epoxiden sind formulierbar, die in je zwei
enatiomeren Formen vorkommen (Abb.6). Bei der Inkubation von CYP 450-haltigen
Rattenlebermikrosomen mit B[a]P wird hauptsachlich (+)-B[a]P-7,8-Epoxid gebildet,
welches stereospezifisch unter Beteilgung einer Epoxidhydrolase das (-)-B[a]P-7,8-
DH ausbildet. Uber einen weiteren Oxidationsschritt wird das (+)-anti-B[a]P-7,8-DH-
9,10-Epoxid bevorzugt gebildet.

Humane Lungenmikrosomen generieren ebenfalls bevorzugt (+)-anti-B[a]P-7,8-DH-
9,10-Epoxid (Rojas et al., 1992). Humane Lebermikrosomen bilden aus B[a]P das
7,8-DH als einen der Hauptmetaboliten neben 3-OH, 1-OH B[a]P und B[a]P-9,10-DH
(Staretz et al., 1996).
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AulRer durch Cytochrom P450 kann die Aktivierung von B[a]P-Dihydrodiolen zum
Dihydrodiolepoxid auch durch Peroxylradikale erfolgen, die in vivo bei der enzymati-
schen Oxidation mehrfach ungesattigter Fettsauren gebildet werden. Zusatzlich
konnen Dihydrodiole kooxidativ beim Arachidonsduremetabolismus durch Prosta-

glandin H-Synthetase oder in Leukozyten durch Myeloperoxidase epoxidiert werden.

/ B[P \
G

o“
(+)-B[a]P-7,8-Epoxid (-)-B[a]P-7,8-Epoxid
Olf OH
OH OH
(-)-B[a]P-7,8-DH (+)-B[a]P-7,8-DH

/NN

OH OH OH OH
(+)-anti- (-)-syn- (+)-syn- (-)-anti-
B[a]P-7,8-DH-9,10-Epoxide

— Hauptweg

Nebenweg
Abb. 1.9 Stereospezifische Aktivierung von B[a]P (nach IARC,1983; Rojas et al.,
1992; Jones et al, 1995)
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1.4.10 Struktur-Wirkungsbeziehungen von PAK

Mehrere Faktoren werden inzwischen fur das unterschiedliche kanzerogene Potenti-
al der einzelnen PAK verantwortlich gemacht. Die Bay-Region oder Fjord-Region
(erweiterte Bay-Region) als Strukturmerkmal gilt als Hinweis auf eine hohe biologi-
sche Aktivitat der Verbindung (Levin et al., 1982). Eine Bay-Region oder Fjord-
Region liegt dann vor wenn das kondensierte Ringsystem eine Bucht und damit eine
sterisch gehinderte Region ausbildet. Dihydrodiolepoxide, die unmittelbar an der
Bay-Region ausgebildet werden sind haufig besonders reaktiv und somit biologisch
aktiv sind. Beispiele sind das 7,8-DH-9,10-Epoxid von B[a]P und das 3,4-DH-1,2-
Epoxid von B[c]PH (vgl. 2.1)

Die Bay-Region-Theorie wiederum besagt aufgrund von Molekulorbitalberechnun-
gen, dal3 eine Korrelation zwischen der chemischen Reaktivitat am benzylischen C-
Atom des Epoxidringsystems und biologischer Wirksamkeit der Verbindungen be-
steht (Luch & Platt, 1996).

Die biologische Aktivitat eines PAK wird weiterhin durch seine Substrateigenschaf-
ten fur das aktivierende Enzymsystem wesentlich mitbestimmt. Nur einzelne Meta-
bolite stellen Kanzerogene dar, wie das 7,8-DH-9,10-Epoxid im Falle von B[a]P. Da-
her ist das gebildete Metabolitenspektrum neben der biologischen Aktivitat der ein-

zelnen Metabolite von entscheidender Bedeutung.

1.4.11 Ubertragung von Kanzerogenitatsstudien am Tier auf den

Menschen

Stoffe werden nur dann als Kanzerogene bezeichnet wenn sie im Tierversuch nicht-
spontane Tumore erzeugen, die Tumorinzidenz erhéhen, die Latenzzeit bis zur Tu-
morbildung verkirzen oder die Anzahl der Tumore pro Tier erhéhen.

Daten zur Kanzerogenitat eines Stoffes, die in Tierversuchen ermittelt wurden, mis-
sen durch Modellsysteme auf die Situation beim Menschen Ubertragen werden. Bei
PAK, die erst nach metabolischer Aktivierung in das ultimale Kanzerogen biotrans-

formiert werden, ermdglichen in vitro-Untersuchungen mit den aktivierenden CYP
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450-Enzymen Aussagen zu einer moglichen speziesabhangigen Toxifizierung der
Substanzen, die fiir die Ubertragung von Daten aus Tierversuchsdaten wesentlich
sind.

Die aktivierenden Enzyme kdnnen in verschiedenen Formen eingesetzt werden.
Gewebepraparationen (Mikrosomen) enthalten das organspezifische Spektrum der
CYP 450-Isoenzyme und zusétzlich beteiligter Enzyme wie Epoxidhydrolasen. Aus
Gewebe aufgereinigte sowie in Mikroorganismen exprimierte rekombinante CYP
450-Isoenzyme erlauben Untersuchungen an einzelnen CYP 450-Isoformen.
Saugerzellen, die humane CYP 450-Enzyme exprimieren (z.B. transfizierte Lungen-
fibroblasten des syrischen Hamsters) oder Humanzellkulturen (z.B. humane MCF7-
Mammacarcinomzellen) sind weiter Modellsysteme fiir den Menschen.

Die Gegenuberstellung CYP 450-vermittelter speziesspezifischer Metabolismuswe-
ge sowie vergleichende in vitro-Untersuchungen zur Mutagenitat nach speziesspezi-
fischer Aktivierung ermdglichen eine Risikobewertung fir den Menschen
(Guengerich, 1995 1),2)).
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2 Theoretische Grundlagen

Fjord-region

12l 1

2.1 Benzo[c]phenanthren

Benzol[c]phenanthren (B[c]PH) ist die einfachste Verbindung mit einer stark sterisch
gehinderten Fjord-Region als Strukturmerkmal. Die Verbindung ist unplanar. Der
Winkel zwischen den beiden Naphthalineinheiten betragt 29,6° (Zander 1995).

2.1.1 Vorkommen

B[c]PH wurde bisher im Hauptstrom der Zigarette (nicht quantifiziert) (Van Duuren,
1958; Snook et al., 1977), in Abgasen aus Verbrennungsmotoren (nicht quantifi-
ziert) (Grimmer et al., 1977), Oberflachenwasser (1,0-9,1 ng/l) und Abwasser
(0,042-0,699 ug/l) (Grimmer et al., 1981) nachgewiesen.

Sofern B[c]PH im Rahmen von PAK-Analysen in Lebensmitteln bestimmt wurde, lie-
gen die Gehalte regelmalig in der gleichen GréRenordnung oder Uber denen von
B[a]P:

Lebensmittel B[c]PH [pg/kg] B[a]P [png/kg] Referenz

Fleisch 0,15-2,15 0,05-0,15 Fretheim et al., 1976

(geréauchert)

Frichte max 0,5 nicht nachgewiesen |De Vos et al., 1990

Cerealien max 2,9 0,8 De Vos et al., 1990

Nusse 2,0 (Mittelwert) max 0,2 De Vos et al., 1990
max 12
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2.1.2 Biologische Aktivitat

B[c]PH gilt als nur schwach biologisch aktiv in Nager-Bioassays. Erste Studien hier-
zu wurden von Badger et al. (1940) durchgefuhrt und ergaben nur eine schwache
Aktivitat. Levin et al. (1980) konnte in einem Initiations-Promotions-Experiment die
schwache kanzerogene Wirkung von B[c]PH belegen. Mause erhielten Einzeldosen
von 0,4 bzw. 2umol B[c]PH, gefolgt von wéchentlicher Behandlung mit 12-O-
Tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) tiber 20 Wochen. Nur 17% bzw. 38% der Tie-
re generierten lokal Hauttumore. Nach intraperitonealer Injektion von 10, 50 oder
150 nmol B[c]PH in neugeborene Mause wurden lediglich in 36-37% der Tiere Lun-
gentumore nachgewiesen, wahrend Lebertumore nicht gefunden wurden (Levin et
al., 1986).

Die von B[c]PH-3,4-DH abgeleiteten DH-Epoxide erwiesen sich hingegen in den
gleichen Testsystemen als ausgesprochen aktiv. Insgesamt lassen sich vier unter-
schiedliche B[c]PH-3,4-DH-1,2-Epoxide formulieren, jeweils Enantiomerenpaare in
denen die Epoxygruppe syn- oder anti- zur benzylischen OH-Gruppe steht (Abb.
2.1). Sowohl die syn- als auch die anti-DH-Epoxide erzeugen im Initiations-
Promotionsexperiment auf Mausehaut Tumore in 80-90% der behandelten Tiere.
(Levin et al., 1980). Von den 4 moéglichen Stereoisomeren erwies sich lediglich das
(-)-syn-B[c]PH-3,4-DH-1,2-Epoxid als schwécher tumorinitierend. Bestétigt wurde
dieser Befund von Amin et al. (1993). Auf Mausehaut appliziert erzeugte anti-
B[c]PH-3,4-DH-1,2-Epoxid in Dosen von 100 und 400 nmol mit anschlie3ender TPA-
Behandlung Hauttumore in 95% bzw. 100% der Tiere.

Hecht et al. (1994) verglichen die Kanzerogenitat von anti-B[c]PH-3,4-DH-1,2-
Epoxide mit jenen von anti-B[a]P-7,8-DH-9,10-Epoxid nach direkter Injektion (je 2.04
pmol) in die Brustdriise der Ratte. B[c]PH-DH-Epoxid erzeugte 34 Wochen nach der
Injektion Mammatumore in 100%, B[a]P-7,8-DH-9,10-Epoxid hingegen nur in 50%
der Tiere. Weitere Studien im selben Testsystem ergaben eine tumorinitiierende
Wirkung von BJ[c]PH-3,4-DH-1,2-Epoxid, die mit jener des extrem starken Kanzero-
gens Dibenzola,l]pyren-11-12-DH-13,14-Epoxid vergleichbar war. Dibenzo[a,l]pyren
(DBJ[a,l]P) ist das starkste Kanzerogen unter den bisher getesteten PAK (Amin et al.,
1995 1),2)) (vgl.2.2).
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In vitro-Studien belegen zusatzlich die starke biologische Aktivitat der B[c]PH-3,4-
DH-1,2-Epoxide. In S. typhimurium TA 98 und TA 100 und V79-Saugerzellen erwie-
sen sich sowohl die syn- als auch die anti- Isomere als potente Mutagene (Wood et
al., 1980, 1984).

Fjord-region

12‘ 1

(+)-anti- (-)-syn-

B[c|PH-3,4-DH-1,2-Epoxide
Abb.2.1 Stereoselektiver Metabolismus von B[c]PH zu Fjord-Region-Diolepoxiden
(nach Seidel et al., 1998, modifiziert)

Von den vier mdglichen Stereoisomeren erwies sich (-)-anti-B[c]PH-3,4-DH-1,2-

Epoxid als am aktivsten (Wood et al., 1984).
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Nur wenige Studien zur Beurteilung der biologischen Aktivitat der moglichen B[c]PH-
Dihydrodiole sind verfiigbar. Das B[c]PH-3,4-DH als Vorlauferverbindung der Fjord-
Region-Epoxide erwies sich nach Aktivierung mit Rattenlebermikrosomen als zwei-
fach starker mutagen in S. typh. TA 98 und TA 100 und erzeugte um Faktor 5 mehr
HPRT-Mutationen in V79-Saugerzellen. B[c]PH-5,6-DH zeigte schwache, jedoch
signifikante Aktivitat in beiden Systemen, die Aktivitat von B[c]PH-1,2-DH hingegen
lag im Bereich der Kontrolle (Wood et al., 1980). In vivo erzeugte lediglich B[c]PH-
3,4-DH Tumore im Initiations-Promotions-Experiment auf der Mausehaut (Levin et
al., 1980). B[c]PH-3,4-DH (50 nmol) erzeugte nach intraperitonealer Applikation in

neugeborene Mause, Lungentumore in 37% der Tiere (Levin et al., 1986).

2.1.3 Metabolismus beim Tier

Metabolismusstudien ergaben, daf B[c]PH ein gutes Substrat fir Mikrosomenprapa-
rationen aus Rattenlebern darstellt. Sie generieren B[c]PH-5,6-DH als Hauptmeta-
boliten, jedoch nur geringe Mengen an 3,4-DH als Vorlaufer der kanzerogenen
B[c]PH-3,4-DH-1,2-Epoxide (Ittah et al., 1983). Aufgereinigte CYP 450-Isoenzyme
aus Rattenleber generieren in Gegenwart von Epoxidhydrolase fast ausschlief3lich
B[c]PH-5,6-DH, das 3,4-DH wird zu weniger als 5% gebildet (Ittah et al., 1983). In
der geringen Bildung des B[c]PH-3,4-DH wird der Grund fir die geringe biologische
Aktivitat von B[c]PH gesehen. Die These wird gestitzt durch in vivo-
Metabolismusstudien im Nager. In Mausehaut werden nach Auftragen von 2 pmol
B[c]PH nur sehr geringe Mengen an DNA-Addukten gemessen, wéahrend nach Be-
handlung mit 0,4 umol B[c]PH-3,4-DH 6-fach mehr Addukte nachgewiesen werden
konnten. Die Adduktbildung erfolgte hauptséachlich durch Reaktion des (+)-syn- und
(-)-anti B[c]PH-3,4-DH-1,2-Epoxids mit Desoxyadenosin.

Embryonalzellen von Maus, Ratte und syrischem Hamster generieren nach Be-
handlung mit B[c]PH hauptsachlich Addukte mit dem (-)-anti-B[c]PH-3,4-DH-1,2-
Epoxid, sowie in geringerem Ausmald mit (+)-syn-B[c]PH-3,4-DH-1,2-Epoxid
(Desoxyadenosin- und Desoxyguanosin-Addukte im Verhéltnis 3:1). Behandlung mit
Enantiomerenmischungen von syn- und anti- B[c]PH-3,4-DH-1,2-Epoxid fuhren zur

Bildung von DNA-Addukten sowohl mit dem (+)- als auch mit dem (-)-Enantiomer
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(Pruess-Schwartz et al., 1987). Die spezifische Adduktbildung wird daher nicht auf
unterschiedliche Reaktivitat der Dihydrodiolepoxide als vielmehr auf stereoselektive
Aktivierung zuriickgefiihrt. Auch in vitro wurden die hochsten DNA-Adduktausbeuten
mit Desoxyadenosin und dem (-)-anti-B[c]PH-3,4-DH-Epoxid gefunden (Agarwal et
al., 1996 1); 2)).

Lebermikrosomen nicht-induzierter und phenobarbitalinduzierter Ratten generieren
beide B[c]PH-3,4-DH-Enantiomere aus B|[c]PH, solche von Ratten, die mit Aroclor-
und Methylcholanthren induziert wurden fast ausschliel3lich das R,R-Isomer.
(Mushtaq & Yang, 1987).

2.1.4 Metabolismus beim Menschen

Bisher sind nur wenige Daten zum Metabolismus beim Menschen verfugbar. Einolf
et al. (1996) konnten nachweisen, dal humane Mammacarcinomzellen (MCF-7)
B[c]PH zu DNA-bindenden Dihydrodiolepoxiden aktivieren. In Abh&ngigkeit von der
Inkubationszeit wurden vor allem trans-Addukte von Desoxyadenosin mit dem (-)-
anti-B[c]PH-3,4-DH-1,2-Epoxid nachgewiesen, wéhrend bei parallel durchgefuhrten
Studien zur Aktivierung in Mausehaut nur geringe Aktivierung festzustellen war.
Wenngleich beide Systeme nicht direkt verglichen werden kénnen, so lieferte die
Studie Hinweise daftr, dal3 in humanen Zellen eine effiziente Aktivierung von B[c]PH
maoglich ist. Weiterhin wurden Hinweise auf die Beteiligung der CYP 450-Isoenzyme
1A1 und 1B1 an der Aktivierung erhalten; CYP 1B1 wurde durch B[c]PH-Exposition
der Zellen zusétzlich induziert. CYP 1B1 schien effektiver zu aktivieren als CYP 1Al
(Einolf et al., 1997).

Seidel et al. (1998) untersuchten den B[c]PH-Metabolismus in V79-Zellen, die unter-
schiedliche humane CYP 450-Isoformen exprimieren. B[c]PH-3,4-DH wurde in CYP
1A1-, 1A2-, 1B1- und 2E1- exprimierenden Zellen nachgewiesen, wenngleich mit
Ausnahme von CYP 1A2 immer B[c]PH-5,6-DH als Hauptmetabolit gebildet wurde.
Lediglich CYP 1B1 generierte Tetraole aus dem (-)-3R,4R-Enatiomer des B[c]PH-
3,4-DH (Abb 2.1).
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2.2 Dibenzo[a,l]pyren

2.2.1 Vorkommen

Nur wenige Daten zum Vorkommen von DBJa,l]P in der Umwelt sind bisher verfug-
bar. DB[a,l]]P wurde nachgewiesen in Verbrennungsprodukten, flissigen fossilen
Brennstoffen, sowie im Hauptstrom des Zigarettenrauchs (nicht quantifiziert)
(Snook et.al, 1977), und in Produkten der Kohlegasifizierung (Bridbord & French,
1978; Young et al.,, 1978). Im R&ucherrauch wurde DB[a,l]P in Gehalten von 2
pg/kg verbranntes Holz (fur B[a]P: wurden 74 pg/kg gemessen) (Maga et al., 1986)

nachgewiesen.

2.2.2 Biologische Aktivitat

Die kanzerogene und mutagene Wirkung von DB[a,l]P im Tierexperiment gilt als ge-
sichert (IARC, 1983). DB[a,l]P gilt als einer der potentesten kanzerogenen PAK im
Modell Mausehaut (nach &ulRerlicher Applikation von 0,8 umol) und der Brustdrise
der Ratte nach Injektion von 4 umol in das Drusengewebe (Cavalieri et al. 1989).
Hierbei erwies sich DBJa,l]P um den Faktor 10 starker krebserzeugend als B[a]P, bei
gleichzeitiger hoher allgemeiner Toxizitdt (Cavalieri et al. 1991). Initiations-
Promotionsexperimente an der M&usehaut mit niedrigen DB[a,[]P-Dosen (0,25-1
nmol) bestéatigen die starke kanzerogene Wirkung im Vergleich zu B[a]P, verbunden
mit starker allgemeiner Toxizitat (Higginbotham et al., 1993). Syn- und anti-11,12-
Dihydrodiol-13,14-Epoxide selbst besitzen mehr mutagenes Potential in S. typh. und
V79-Zellen als die Fjord- bzw. Bay-Region-Dihydrodiolepoxide von B[c]PH und B[a]P
(Seidel et al. 1994) erzeugen Tumore in neugeborenen Méausen bei starker Toxizitat,
verglichen mit B[c]PH-DH-Epoxid und B[a]P-DH-Epoxid (Amin et al., 1995 1),2)).
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2.2.3 Metabolismus

Aroclor- und phenobarbital-induzierte Rattenlebermikrosomen generieren aus
DB[a,l]P neben DB[a,l]P-8,9-DH das DBJa,l]P-11,12-DH als Vorlaufer des Fjord-
Region-DH-Epoxids.

Mit DB[a,l]P sowie DBJa,l]P-11,12-DH konnte nach Aktivierung mit Rattenlebermikro-
somen effiziente DNA-Adduktbildung nachgewiesen werden (Li et al., 1995). Leber-
mikrosomen aroclorinduzierter Ratten erzeugen 20-60-fach mehr Addukte mit
Kalbsthymus-DNA als Lebermikrosomen nicht-induzierter Ratten, zuséatzlich fihrten
Inkubationen in Anwesenheit von a-Naphthoflavon (a-NF) zur Inhibierung der Ad-
duktbildung, was als Hinweis auf die Beteiligung von CYP 450 1A1 und 1A2 an der

Aktivierung gewertet werden kann (Arif et al., 1997).

11

10
/ DBJ[al]P \
H

OH

(+)-DB[a/]P-11,12-DH (-)-DBl[al]P-11,12-DH

DBI[a/]P-11,12-DH-13,14-Epoxide

|

Hauptweg

Nebenweg
Abb. 2.2 Stereoselektive Aktivierung von DBJa,l]P zu stark kanzerogenen Fjord-

Region-Diolepoxiden in humanen MCF-7-Zellen (nach Ralston et al., 1995)
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Ralston et al. (1994, 1995) konnten nachweisen, dal humane MCF-7-
Mammacarcinomzellen DB[a,l]P und DB[a,l]P-11,12-DH stereoselektiv zum 11,12-
DH-13,14-Epoxid aktivieren (Abb.2.2) und DNA-Addukte vor allem mit Desoxyade-
nosin bilden.

V79-Zellen wurden mit DB[a,]]P bzw. dem trans-11,12-DH zusammen mit MCF-7-
Zellen als aktivierendem System inkubiert. Mit DBJ[a,l]P sowie dem (-)-DB[a,l]P-
11,12-DH konnten HPRT-Mutationen nachgewiesen werden, nicht jedoch mit dem
(+)-11,12-DH (Ralston et al., 1997).

2.3 Fluoranthen

Fluoranthen (FLU) ist planar. Da es im Gegensatz zu den klassischen aus 6-Ringen

aufgebauten PAK einen 5-Ring aufweist, bezeichnet man es als ,nonalternierend*.

2.3.1 Vorkommen

FLU ist eine PAK-Hauptkomponente (IARC, 1983), die in Zigarettenrauch, Stadt-
luft, Oberflachenwasser, Abwasser und Regenwasser nachgewiesen wurde. FLU
gehort zu den PAK-Leitsubstanzen, die bei PAK-Analysen standardmafdig erfaf3t

werden. Eine Reihe von FLU-Gehaltsdaten in Lebensmitteln sind verfiigbar:

Lebensmittel FLU [pg/kg] Referenz

Fleisch, (gegrillt) 2-11 Lodovici et al., 1995
Geflugel (geréduchert) 0,3-3 Gomaa et al., 1993
Fisch (gerauchert)

mit externem Rauchgenerator 0,02-0,4 Lodovici et al., 1995
traditionelle Raucherung 3-16 Gomaa et al., 1993
Flussigrauch 0,8-5,8 Gomaa et al., 1993

Gemuse 1-24 Wickstrom et al., 1986
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2.3.2 Biologische Aktivitat

FLU ist im Nager nicht oder nur sehr schwach kanzerogen. In mehreren Studien, bei
denen FLU in Dosen von 0,1 mg bis 50 mg (woéchentlich auf Lebenszeit) auf die
Haut von Nagern aufgetragen wurde, konnte keine kanzerogene Wirkung festgestellt
werden (Wynder & Hoffmann, 1959; Bingham & Falk, 1969). FLU erzeugte jedoch
Lungentumore in Mausen nach Applikation der Substanz intraperitoneal (1-15 Tage
nach der Geburt) (Wang & Busby, 1993). Fluoranthen-DNA-Addukte wurden in
Méausen nach intraperitonealer Gabe einer tumorgenen Dosis vor allem in der Lun-
ge, weiter in Herz, Leber und Niere nachgewiesen (Wang et al., 1995 a),b)). Van
Duuren & Goldschmidt (1976) beobachteten eine Erh6hung der Tumorrate in B[a]P-
behandelter Mausehaut bei gleichzeitiger Applikation von Fluoranthen. Rice et al.
(1984) wiesen unter gleichen Bedingungen eine Erhdhung der B[a]P-DNA-
Adduktbildung auf.

In vitro erwies sich FLU als mutagen im Ames-Test mit S. typhimurium. TA 98 und
TA 100 nach Aktivierung mit Aroclor-induzierten Rattenlebermikrosomen (Hermann
et al., 1980; LaVoie et al., 1982) sowie in humanen Lymphoblastoid HH-4-Zellen
(Thilly et al., 1980).

Im Gegensatz zu FLU war das 2,3-DH-1,10b-Epoxid kanzerogen: Dosen von 2 pmol
Fluoranthen-2,3-DH-1,10b-Epoxid erzeugen Tumore nach Injektion in die Brustdrise
der Ratte in 85% der behandelten Tiere (Hecht et al., 1995).

2.3.3 Metabolismus

Der Fluoranthen-Metabolismus in Lebermikrosomen von Mensch und Aroclor-
induzierter Ratte wurde von Day et al., (1992) aufgeklart. Beide Systeme generieren
ein qualitativ &hnliches Metabolitenspektrum. Sowohl humane als auch Rattenle-
bermikrosomen generieren FLU-2,3-DH als Hauptmetaboliten. Humanlebermikroso-
men generieren in weiteren Schritten insbesondere das anti-2,3-DH-1,10b-Epoxid

und das korrespondierende Tetraol (Abb.2.3).
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FLU-2,3-DH

.
i (Yo
g0

anti-2,3-DH-1,10b-Epoxid

Abb.2.3 Aktivierung von Fluoranthen in humanen Lebermikrosomen (nach Day et al.,
1992)

2.4 Benzol[j]fluoranthen

Benzo[jJfluoranthen (B[j]F) ist wie FLU ein nonalternierender PAK. und besitzt eine

sterisch gehinderte, Bay-Region-ahnliche Struktur zwischen C-Atom 1 und 12.

2.4.1 Vorkommen

BenzoljJfluoranthen (B[j]F) wurde nachgewiesen in Zigarettenrauch (0,15-0,2 mg/kg

Kondensat (Wynder & Hoffmann, 1959) und gerduchertem sowie gebratenem
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Fisch: max 23 pg/kg (Masuda & Kuratsune, 1971), sowie in Speisedl und Margari-
ne: max 11 pg/kg (Fabian, 1968).

2.4.2 Biologische Aktivitat

Die kanzerogene Wirkung von B[jJF im Tierexperiment gilt als gesichert
(IARC,1983).

B[jJF erzeugte bei der Maus Hautkarzinome nach Auftragen von B[j]F-Losungen
(0,01-0,5%) auf die Haut bei 100% der behandelten Tiere. (Wynder & Hoffmann,
1959). Auftragen von taglich 3-100 ug B[j]JF auf die Haut von Albinomé&usen Uber 20
Tage mit nachfolgender TPA-Promotion induzierte Tumore in 30-95% der behan-
delten Tiere (La Voie et al., 1982).

B[jJF-9,10-DH erwies sich als mutagen in Bakterien nach exogener Aktivierung (La
Voie et al., 1979). Sowohl B[j]JF-9,10-DH als auch das 4,5-DH werden in vivo in Mau-
sehaut (Rice et al., 1987) als auch in vitro nach Aktivierung mit S9-Mix der Ratte (La
Voie et al., 1991) generiert. Das 4,5-DH erwies sich als der potentere Tumorinitiator
der beiden Dihydrodiol-Metabolite (Rice et al. 1987) und bildete mehr DNA-Addukte
in Mausehaut als das 9,10-Dihydrodiol (La Voie et. al. 1991). Im Gegensatz dazu ist
das ,Pseudo-Bay-Region“-BJ[j]JF-9,10-DH-Epoxid ein potenter Tumorinitiator nach
direkter Injektion in das Brustdrisengewebe der Ratte (Hecht et al., 1996), auch
B[j]JF-4,5-Diolepoxid erwies sich als potentes Kanzerogen, aber mit geringerer Akti-
vitat als das 9,10-DH-Epoxid.

2.4.3 Metabolismus

In Rattenleber-Praparationen konnten das 9,10-Dihydrodiol und das 4,5-DH als
Metaboliten von B[j]JF nachgewiesen werden (Hecht et al., 1980; LaVoie et al., 1991)
(Abb. 2.4).
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Abb.2.4 Aktivierung von B[j]F zu genotoxischen Metaboliten (nach LaVoie et al.,
1991)
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2.5 Humane CYP450-Enzyme

CYP 2E1
CYiZDG 9% CYP 3A
CYP2B6 2% 40%
<1%
CYP 2C
25%
CYP 2A6
506 CYP 1A2

18%

Abb.2.6 CYP 450-Isoenzymmuster in der Humanleber (nach Cresteil, 1998)

Die Unterschiede im Gesamtgehalt an CYP 450-Enzyme zwischen einzelnen Indivi-
duen variieren ungefahr um den Faktor 3 (Beaune et al, 1986, Distlerath, 1987,
Guengerich, 1991) und sind damit deutlich geringer als die zwischen einzelnen CYP
450-Isoformen, die um 1-3 GrofRenordnungen variieren kénnen (Guengerich, 1994).
Von den extrahepatischen Geweben weisen v.a. Lunge und der Nasen-Rachenraum
beachtliche Mengen an CYP 450 auf. Beide Orte sind Zielorgane fir Xenobiotika,
die Uber die Atemluft aufgenommen werden (Guengerich, 1994).

Das Spektrum der exprimierten CYP 450-Enzyme variiert mit dem Alter. Die CYP
450-Isoenzymverteilung in der Leber des Erwachsenen ist in Abb. 2.6 wiedergege-
ben. CYP 2D6 und CYP 2E1 entwickeln sich in den ersten Stunden nach der Geburt,
wahrend CYP 3A4 und CYP 2C-Enzyme erst wahrend der ersten Woche entwickelt
werden. CYP 1A2 wird erst nach dem ersten Lebensmonat gebildet (Cresteil, 1998).
Der CYP 450-Gesamtgehalt in der menschlichen Lunge betragt mit 2pmol/mg Pro-
tein (Wheeler und Guenthner, 1991) ca. 0,1% des Gehaltes in der Leber (Shimada
et al., 1989). CYP 1Bl ist ein Isoenzym, das in fotalem Herz und fttaler Niere stark
exprimiert wird. (Shimada et al., 1996 2)). In fotaler Leber wird insbesondere CYP
3A7 exprimiert. Die Gehalte der 1A und 2E-Unterfamilie sind hingegen extrem nied-
rig (Cresteil, 1998).
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2.5.1 CYP 1A-Isoenzyme

Die Isoenzyme der CYP 1A-Unterfamilie CYP 1Al und CYP 1A2, sind zu 70% in der
Aminosauresequenz identisch. (Guengerich, 1994). Der Gesamtgehalt von CYP 1A2
in der menschlichen Leber kann etwa um den Faktor 40 variieren (Schweikl et al.,
1993; Rendic & Di Carlo, 1997). CYP 1ALl ist vor allem in extrahepatischem Gewe-
be, CYP 1A2 in der Leber lokalisiert (McManus et al., 1990; Shimada et al., 1992;
1996; Schwelikl et al., 1993). Sowohl humanes CYP 1A1 als auch CYP 1A2 sind un-
ter der Kontrolle des Ah-locus, wobei TCDD ein potenter Induktor fir CYP 1A-
Enzyme darstellt (Whitlock, J.P. Jr., 1993; loannides und Parke, 1993; Rowlands &
Gustaffson, 1997). Weitere Induktoren sind PCBs, aromatische und heterocyclische
aromatische Amine (Rendic und Di Carlo, 1997). In extrahepatischem Gewebe wie
Placenta und Lunge ist CYP 1Al durch Zigarettenrauch induzierbar, wenngleich der
Effekt beachtlich variiert (Bartsch et al., 1992, 1995; Anttila et al., 1992).

Beide Isoenzyme besitzen &ahnliche Substratspezifitditen und vermodgen mehr als
90% aller bekannten Kanzerogene zu aktivieren (Rendic und Di Carlo, 1997). CYP
1A2 gilt allgemein als eines der Hauptenzyme in der Humanleber, die an der Bioak-
tivierung genotoxischer Substanzen aus Zigarettenrauch beteiligt sind.

CYP 1A-Enzyme katalysieren insbesondere verschiedene Oxidationen planarer
Molekule. Hierzu zé&hlen polycyclische aromatische Kohlenwasswerstoffe (McManus
et.al, 1990; Roberts-Thomson et al., 1993; Guo et al., 1995).

B[a]P und andere polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe wurden als Sub-
strate fur humanes CYP 1Al und 1A2 beschrieben (Guengerich 1991; Shimada et.
al., 1989; McManus et. al., 1990). Aufgereinigtes CYP 1Al aus humanem Lungen-
gewebe zeigte sich hochaktiv fur die Transformierung von B[a]P-7,8-DH zum 7,8-
DH-9,10-Epoxid (Shimada et al., 1996 1)). Eine mal3gebliche Beteiligung von CYP
1A1 und 1A2 am Metabolismus von B[a]P (insbesondere dessen 3-Hydroxylierung,
7,8- und 9,10.Epoxidierung) sowie 7,12-Dimethylbenz[a]anthracen (Bildung von 1,2-
Dihydrodiol und 3,4-Dihydrodiol) konnte gezeigt werden (Bauer et. al., 1995; Shou et
al., 1996 1)). Auch fur Chrysen und 5- bzw. 6- Methylchrysen wurde die Beteiligung
von CYP 1A1 und 1A2 an der Aktivierung gezeigt (Kohl et al., 1996 1), 2)).
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Aromatische Amine sind eine weitere Gruppe von Verbindungen, die CYP 1A1/1A2-
abhangig aktiviert werden (McManus et.al, 1990; Butler et al., 1989). Ein typisches
Substrat hierfur ist 2-Aminoanthracen (Yamazaki et al., 1994; Shimada et al., 1994).

Ein weiteres Beispiel fiir eine CYP 1A2-vermittelte Reaktion ist die hepatische N°-
Demethylierung von Koffein (Butler et al., 1989; Hammons et al., 1997), sie hat fur
die nichtinvasive Bestimmung des CYP 1A2-Status von Individuen Bedeutung er-
langt.

a-Naphthoflavon ist ein sehr effektiver kompetitiver Inhibitor fur CYP 1A1 und 1A2
(Shimada, 1989; Butler, 1989), Auch eine Reihe natirlich vorkommender Flavonoide

wie Naringenin und Quercetin inhibieren das Enzym (Yang et al., 1992).

2.5.2 CYP 3A-Isoenzyme

Die CYP 3A-Unterfamilie ist beim Menschen insbesondere in der Leber mit mehre-
ren Isoenzymformen vertreten. CYP 3A4 ist das Hauptenzym. Es spielt eine wesent-
liche Rolle im humanen Metabolismus von Xenobiotica, mit einer sehr breiten Sub-
stratspezifitat. Die historische Bezeichnung P450n¢ basiert auf seiner Fahigkeit zur
N-Oxidation von Nifedipin (Guengerich, 1995 2)). Es wird bevorzugt in der Leber von
Erwachsenen exprimiert. 30% aller Erwachsenen exprimieren zuséatzlich CYP 3A5
(Guengerich, 1991; Shimada, 1989), In der fetalen Leber wird insbesondere CYP
3A7 exprimiert. Der durchschnittliche Gehalt an CYP 3A4 am Gesamt-CYP 450 in
der menschlichen Leber betragt 25-28% und kann in Einzelfallen bis zu 70% betra-
gen (Rendic & Di Carlo, 1997; Joannides et al., 1992; Guengerich, 1995 1),2)). Ex-
trahepatisch wird CYP 3A4 vor allem im Dinndarm gefunden und besitzt daher gro-
e Bedeutung beim Metabolismus oral aufgenommener Xenobiotika. Deren Metabo-
lisierung kann bereits bei der Passage der Darmwand stattfinden (Kaminski et al.,
1992). Weiterhin wurde trotz der breiten Substratspezifitdt eine beachtliche Regio-
und Stereoselektivitat bei den Oxidationsreaktionen festgestellt.

Zu den wichtigsten Umsetzungen zahlen auch die Epoxidierung und Hydroxylierung
von Aromaten. Die Aktivierung von B[a]P-7,8-DH zum Dihydrodiolepoxid ist eine ty-
pische CYP 3A4-vermittelte Reaktion (Bauer et al., 1995). CYP 3A4 ist neben CYP
1A2 das Hauptenzym bei der Aktivierung von Aflatoxin B; (Kitada et al, 1990).
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a-NF ist Substrat fir CYP 3A4 und stimuliert auf3erdem eine Reihe von Reaktionen,
u.a. den Metabolismus von Phenanthren und die Aktivierung von B[a]P-7,8-DH in
humanem, rekombinantem CYP 3A4, Lebermikrosomen und hochaufgereinigten
CYP 3A4 in einem rekonstituierten System (Shimada et al., 1989; Brian et al., 1990).
Weiterhin wird die metabolische CYP 3A4-abhangige 3-Hydroxylierung von B[a]P
und die 8,9-Epoxidierung von Aflatoxin B; stimuliert (Buening et al. 1978; 1981). Fur
die modulierende Wirkung werden zwei Mechanismen diskutiert: Die Substratbin-
dungsstelle von CYP 3A4 akzeptiert sehr grof3e Molekile wie Cyclosporin A
(Guengerich et al., 1995 2)). Shou et al. (1996 1), 2)) fanden Hinweise, dafl} PAK wie
Phenanthren und Chrysen simultan mit a-NF im aktiven Zentrum des Enzyms ge-
bunden werden, wobei die Substrate sich nicht kompetitiv inhibieren. Jedoch wird
auch ein allosterischer Mechanismus fir die stimulierende Wirkung von a-NF auf
CYP 3A4 diskutiert. Man nimmt an, dal3 a-NF in CYP 3A4 eine Konformationsande-
rung bewirkt, die zu einer Verstarkung der Sauerstoffiibertragungsprozesses fuhrt
(Ueng et al., 1997; Guengerich et al., 1995 2)).

Troleandomycin inhibiert effektiv CYP 3A4-vermittelte Reaktionen (Chang et al.,
1994), wie u.a. fur die Aktivierung von Methadon gezeigt wurde (Irbarne et. al.,
1996). Als spezifische katalytische Reaktion zur Erfassung der CYP 3A4-Aktivitat gilt
die N-Oxidation von Nifedipin. Zu beachten ist, dal} bei der Bestimmung der Nifedi-
pinoxidaseaktivitat als Mal3 fir den CYP 3A4 Gehalt auch andere Isoenzyme der
CYP 3A-Subfamilie mit ahnlichen Umsatzraten wie CYP 3A5 miterfalt werden
(Gillam et.al, 1995).

2.5.3CYP 1B1

CYP 1B1 ist weitverbreitet in fetalem Gewebe, und im extrahepatischen Gewebe von
Erwachsenen. Es wird vor allem in der Niere, Uterus und Brustdriise exprimiert
(Shimada et al., 1996 2)). Der Gehalt von CYP 1B1 in der menschlichen Leber be-
tragt weniger als 1% (Rendic und Di Carlo, 1997). In der menschlichen Lunge
konnte CYP 1B1 nicht nachgewiesen werden (Hakkola et al., 1997). Das Isoenzym
ist an der Aktivierung einer ganzen Reihe von Umweltkanzerogenen und Mutagenen
beteiligt (Shimada et al., 1996 2)).
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CYP 1B1 ist in vitro induzierbar durch TCDD (Sutter et al., 1994; Hakkola et al.,
1997). Es metabolisiert 7,12-Dimethylbenz[aJanthracen (Guengerich, 1994) und ka-
talysiert die Oxidation von PAH-Dihydrodiolen, Nitroaromaten und aromatischen
Aminen (Rendic & Di Carlo, 1997).

CYP 1B1 katalysiert die B[a]P-3-Hydroxylierung (Shimada et al., 1997). Verschiede-
ne prokanzerogene PAK-Dihydrodiole lassen sich durch CYP 1B1 im umu-Test zu
genotoxischen Verbindungen aktivieren. DB[a,[]P-11,12-DH induziert nach Aktivie-
rung mit rekombinantem CYP 1B1 in S.typhimurium TA 1535 pSK 1002 die stérkste
umu-Antwort, gefolgt von B[a]P-7,8-DH und Chrysen-1,2-DH und B][c]PH-3,4-DH
(Shimada et al., 1996).

2.5.4 Weitere CYP 450 Isoenzyme der menschlichen Leber: CYP 2A6,
2C19, 2D6 und 2E1

CYP 2A6 ist das einzige Enzym der 2A Unterfamilie das in Humanleber exprimiert
wird. Die Gehalte sind vergleichsweise niedrig und Induzierbarkeit konnte bisher
nicht beobachtet werden. Ein genetischer Polymorphismus wurde beobachtet. Unter
anderem konnte die Beteiligung von CYP 2A6 an der Aktivierung von 6-Amino-
chrysen beobachtet werden, jedoch erscheint der Beitrag wegen der niedrigen Ge-
halte von untergeordneter Bedeutung. (Guengerich, 1995 2)). Es konnte gezeigt
werden, dal3 CYP 2A6 auch an der Aktivierung von N-Nitrosodialkylaminen und ta-
bakspezifischen N-Nitrosaminen beteiligt ist (Yamazaki et al., 1992; Tiano et al.,
1994).

Die 2C-Subfamilie ist die vielfaltigste Subfamilie in der menschlichen Leber, die bis-
her beschrieben wurde. Fir CYP2C19 wurden ein genetischer Polymorphismus so-
wie Induzierbarkeit beschrieben (Guengerich, 1995 2)). Substrate sind z.B. Warfarin
und Barbiturate (Rendic & Di Carlo, 1997).

Das einzige humane Enzym der CYP 2D-Familie ist CYP 2D6. Bei diesem Enzym
konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dal’3 ein CYP-Enzym unter der Regulation

eines einzelnen Gens steht. Der CYP 2D6-Polymorphismus wurde intensiv unter-
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sucht. Beachtliche Unterschiede bezlglich CYP 2D6 wurden auch zwischen einzel-
nen Populationen (Afrikaner, Asiaten, Chinesen, Kaukasiern) (Guengerich, 1995 2))
gefunden. Eine Reihe von Individuen besitzen auf3erordentlich hohe CYP 2D6-
Aktivitat (Johansson, l.et al., 1993). Der CYP 2D6-Anteil am Gesamt-CYP 450 in der
menschlichen Leber betragt bis zu 2,5% wobei die Gehalte zwischen einzelnen Indi-
viduen 1000-fach variieren kdnnen (Rendic und Di Carlo, 1997). Substrate fur CYP
2D6 sind Codein und kanzerogene tabakrauchspezifische N-Nitrosamine (z.B. NNK)
(Guengerich, 1995; Rendic & Di Carlo, 1997).

CYP 2EL1 ist das einzige Enzym der 2E-Unterfamilie beim Menschen und Hauptka-
talysator fur die Oxidation einer Reihe von Substanzen, mit kanzerogenem Potential
und relativ kleinem Molgewicht. Hierzu z&hlen aromatische Verbindungen wie Ben-
zol und Styrol ebenso wie Chloroform (Guengerich, 1991). Der CYP 2E1-Gehalt in
der menschlichen Leber variiert um eine Grof3enordnung (Guengerich, 1995 2)). Es
wird in der Leber und einer Reihe extrahepatischer Gewebe exprimiert. Die Oxidati-
on von Ethanol zu Acetaldehyd wird durch CYP 2E1 katalysiert. In Folge von Induk-
tion ist der Gehalt von CYP 2E1 bei Alkoholikern erhoht. CYP 2E1 konnte als einer
der Haupkatalysatoren fiir die Aktivierung von N-Nitrosodialkylaminen und tabak-
spezifischen N-Nitrosaminen in menschlichen Lebermikrosomen identifiziert werden
(Yamazaki et al., 1992 2); Tiano et al., 1994).

2.5.5 Bestimmung einzelner Isoenzymaktivitaten

Spezifische Umsetzungen von Substraten, die bevorzugt von einzelnen CYP-
Isoformen katalysiert werden (CYP 450-Markeraktivitaten), kdnnen zur Bestimmung
einzelner CYP 450-Isoenzyme, z.B. in Gewebepraparationen, herangezogen wer-
den. Eine weitere Mdglichkeit bieten CYP 450-Isoenzym-spezifische Hemmstoffe.
Tabelle 2.1 gibt eine Ubersicht tiber die verwendeten CYP 450-Markeraktivitaten der

in dieser Arbeit untersuchten CYP 450-Isoformen.

Tab. 2.1 Markeraktivitaten fur verschiedene CYP 450-Isoenzyme (Guengerich, 1995
1))
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CYP 450- Markeraktivitat Substrat
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2.6 In vitro-Testsysteme

2.6.1 Rekombinante humane CYP 450-Isoenzyme

Reine CYP-Isoformen kdnnen neben der Aufreinigung aus Gewebe durch Expressi-
on in Bakterien- oder Hefezellen gewonnen werden. Diese rekombinanten CYP-
Isoenzyme sind frei von allen eng verwandten Isoformen (Guengerich, 1996). Zur
Optimierung der CYP 450-Expression wurde das als Membrananker fungierende N-
terminale hydrophobe Ende des Proteins modifiziert bei gleichzeitiger Annahme,
dal3 diese Sequenz keine direkte Rolle beim Reaktionszyklus, bei der Substratbin-
dung oder Kopplung mit accessorischen Proteinen besitzt (Guengerich, 1996 2)).
Die in Mikroorganismen exprimierten CYP 450-Isoenzyme kdnnen z.B. durch lonen-
Austauschchromatographie aufgereinigt und als rekonstituiertes System oder auch
direkt als Membranpraparationen eigesetzt werden, wobei die Aktivitat in den bakte-
riellen Membranen niedriger ist als in den rekonstituierten Systemen mit aufgerei-
nigtem Enzym (Guo, et al., 1994; Gillam et al., 1995). Die CYP 450-Expression kann
zusammen mit NADPH Oxidoreductase erfolgen (Guengerich, 1995 2)).

2.6.2 Bestimmung von Genotoxizitat und Mutagenitat

2.6.2.1 Die SOS-Reparaturenzymkaskade in Prokaryoten

Die SOS-Antwort ist ein in Folge eines genotoxischen Schadens induzierter DNA-
Reparaturmechanismus, der in Bakterien nachgewiesen wurde. DNA-Schaden fih-
ren zur Blockade der DNA-Polymerase Ill was einen Anstieg des Nukleotidpools zur
Folge hat. Am Ende der SOS-Reparaturenzymkaskade bindet ein Fragment des ge-
bildeten UmuD-Proteins (UmuD’) sowie das UmuC-Protein an die DNA-Polymerase
[l und ermdoglicht dadurch eine DNA-Replikation Uber den Schaden weg, unter In-

kaufnahme einer mdglichen Basenfehlpaarung an der defekten Stelle.
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Das Rec A-Protein spielt eine Schlusselstellung bei der Regulation der SOS-
Antwort. Es wird vermutlich durch Oligonukleotide und einzelstrangige DNA als Akti-
vatoren in seine Aktive Form (Rec A*) uberfuhrt. Rec A* besitzt Protease-Aktivitat
und spaltet das Protein Lex A. Lex A ist Repressor fur mehrere SOS-Gene. Hierzu
gehdren unter anderem recA und umuDC. Die RecA*-vermittelte Spaltung von LexA
fuhrt daher zur verstarkten Bildung der Proteine RecA, UmuD und UmuC. RecA* ist
weiterhin fir die Bildung des Spaltproduktes UmuD’ aus UmuD verantwortlich und
ermdglicht dadurch die Reinitiation der DNA-Synthese nach dem Replikationsblock
(Abb. 2.7) (Guengerich, 1996 1))

@, g
' ;;. RecA ONA ' ;’;' umudC DNA
LexA l LexA l
RNA RNA
DNA *
l‘— damage l
]

Abb. 2.7 Regulation der SOS-Antwort und des umuDC operons durch LexA und
RecA (Guengerich 1996 1))

2.6.2.2 Bestimmung der Xenobiotika-induzierten Genotoxizitat in gen-

technisch modifizierten Salmonella typhimurium-Stammen

Salmonella typhimurium TA 1535 ist in Folge eines genetisch bedingten Membran-
defekts fur aktivierte Mutagene besonders durchlassig. Als Reportergen fur die Akti-
vierung der SOS-Reparaturenzymkaskade wurde ein Plasmid eingefuhrt, das die
umuC-regulatorische Einheit, verbunden mit einem lacZ-Gen tragt. Die Aktivierung
der Fremdstoffe erfolgt extern durch Saugerenzyme, die mit Bakterien gemischt im

Inkubatinsansatz vorliegen.
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Die Bindung der aktivierten Kanzerogene an die Bakterien-DNA leitet SOS-Antwort
ein und aktiviert damit die umu-Region des Reprtergens, was in der Produktion des
lacZ-Gen-Produkts, der 3-Galaktosidase resultiert, die colorimetrisch bestimmt wer-
den kann (Yamazaki et al, 1992 1); Shimada et al., 1994 1), 2), 3), Oda et al., 1985)
(Abb.2.8).

S.typh. TA 1535

Substrat
(o-Nitrophenyl-beta-D-Galactopyranosid)

umuC
Regulator lac Z
g Strukturgen

il

pSK 1002

¥ beta-Galactosidase

DNA-Schaden durch
genotoxische Metabolite

gefarbtes Produkt
(o-Nitrophenol)

Aktivierung
durch Enzyme

Xenobiotika

Abb.: 2.8 Prinzip des umu-Tests mit S. typh TA 1535 pSK 1002. (nach Guegerich,
1996 1), modifiziert)

Vorteile des Tests sind die kurze Inkubationszeit, bei der bakterielle Kontaminatio-
nen keine Rolle spielen. Infolgedessen missen die zur Aktivierung verwendeten
Gewebepraparationen nicht vor der Inkubation sterilisiert werden. Die Experimente
konnen in flissigem Medium durchgefiihrt werden. Koloniebildung ist nicht erforder-
lich und eine Testserie bendtigt ca 8-10 Stunden.

Im Stamm S. typh. NM 2009 wurde zusatzlich bakterielle N-Acetyltransferase in den
pSK 1002-Plasmid inkorporiert. Aromatische Amine, die bei ihrer metabolischen Ak-
tivierung eine Acetylierung erfahren, kdnnen so mit grol3erer Empfindlichkeit detek-
tiert werden (Guengerich, 1996 1); Shimada, 1994 3)).

Mutagenitatsdaten aus Ames-Mutagenitatstests (Ames, 1979) korrelieren gut mit

Genotoxizitatsdaten aus umu-Tests (Nakamura et al, 1987; Guengerich, 1996).
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2.6.3 Bestimmung von HPRT-Vorwartsmutationen in V79-Zellen

(Lungenfibroblasten des méannlichen syrischen Hamsters)

V79-Zellen sind Lungenfibroblasten des mannlichen syrischen Hamsters und besit-
zen einen stabilen Karyotyp von 21 Chromosomen und eine Generationszeit von nur
12-14 Stunden. Sie weisen in ihrem Genom das Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (HPRT)-Gen auf und sind daher fur den Nachweis Xeno-
biotica-induzierter HPRT-Mutationen in vitro geeignet. (Morton und Margison, 1988).
In V79-Zellen konnten u.a. Cytochrom P450-Reduktase (3200 pmol/mg Protein x
min), mikrosomale Epoxidhydrolase (118 pmol/mg Protein x min) und Glutathion-S-
transferase (637 000 pmol/mg Protein x min) nachgewiesen werden (Glatt, 1987;
1993; Doehmer, 1990).

2.6.3.1 V79 h3A4 hOR-Zellen

Die Substratspezifitaten einzelner CYP-Isoenzyme lassen sich in V79-Zellen unter-
suchen, die das entsprechende Isoenzym exprimieren (Doehmer & Jakob, 1994).

V79-Zellen besitzen nur minimale CYP 450-Aktivitdt und eignen sich daher zur
Transfektion mit einem Vektor, der die cDNA fur humanes CYP 3A4 enthalt. Zusatz-
lich wurde der Promotor des SV40-Virus, der eine konstitutive Expression des
nachfolgenden Strukturgens gewahrleisten soll, sowie ein Neomycinresistenzgen
eingefuhrt. Durch Kultivierung der Zellen in Gegenwart von Geneticinsulfat-418, ei-
nem Neomycinderivat, kdbnnen die transfizierten Zellen ausselektiert werden. Huma-

ne NADPH-Oxidoreductase wird zuséatzlich exprimiert. (Schneider et al., 1996)

2.6.3.2 HPRT-Genmutationstest

Der Zelle stehen 2 Wege zur Gewinnung von Purinnukleotiden zur Verfigung:
1) de novo Synthese aus a-D-Ribose-5-phosphat und verschiedenen kleinen Bau-

steinen
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2) Verwertung der im Stoffwechsel entstandenen freien Purinbasen

Hierbei ist die Schliusselreaktion die Bildung der Nucleotide aus 5-Phospho-ribosyl-
1-diphosphat und den entsprechenden Purinbasen. Die Reaktion wird katalysiert
zum einen von der fur Adenin spezifischen Adenin-Phosphoribosyltransferase, zum
anderen durch die Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase, welche die Bildung von
Inosinat aus Hypoxanthin und die Bildung von Guanylat aus Guanin katalysiert
(Stryer, 1994). Erfahrt nun das HPRT-Gen eine Vorwdartsmutation, wird die Hypo-
xanthinphosphoribosyltransferase nicht mehr exprimiert und Syntheseweg 1 tritt in
den Vordergrund. Bietet man den Zellen nun Guaninanaloge wie 6-Thioguanin an,
die durch die Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase zu toxisch wirkenden
Nukleotiden metabolisiert werden, so fuhrt dies zum Absterben der Zellen mit intak-
tem HPRT-Gen, wahrend die mutierten Zellen Resistenz gegen die Thioguaninana-
loge aufweisen und in Kultur Zellkolonien ausbilden (Abb. 2.9).

Voraussetzung fur die Sensitivitat des Tests ist, dal das HPRT-Gen in den Zellen
des mannlichen Hamsters in nur einer aktiven Kopie vorhanden ist. Als Mutationen-
sarten wurden bisher Einzelbasensubstitutionen, Rasterschubmutationen, Deletio-
nen von wenigen Basenpaaren oder ganzen Exons, zum Teil auch Insertionen beo-
bachtet (Glatt, 1993).

X PRPP\/APP, X i
<N | )\HNHZ HGPRT </N | - —3» DNA

N 05POCH) N2
6-Thioguanin * _ _
Punktmutation 6-Thioguanosin-
;‘I OH oH Monophosphat

Inaktivierung

6-Thioguanin-Resistenz Zelltod

Abb. 2.9 Prinzip des HPRT-Genmutationstests
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3 Problemstellung

Zur Substanzklasse der ubiquitér in der Umwelt vorkommenden PAK zahlen eine
Reihe von Verbindungen mit mdglichem kanzerogenem Potential fir den exponier-
ten Menschen. Die Fjord-Region-Verbindung Benzo|[c]phenanthren (B[c]PH) ist ein
schwaches Kanzerogen im Nager, wahrend die metabolisch gebildeten korrespon-
dierenden Fjord-Region-Dihydrodiolepoxide zu den am starksten biologisch aktiven
PAK-Dihydrodiolepoxiden gehdren. Eine Reihe von Studien ergaben, dafd B[c]PH im
Nager zwar effizient metabolisiert wird, jedoch nur sehr geringe Mengen des 3,4-
Dihydrodiols als eigentliche Vorlauferverbindung der kanzerogenen Endprodukte
generiert werden. Dies wird fUr das insgesamt geringe kanzerogene Potential der
Verbindung B[c]PH im Nager verantwortlich gemacht.

Ob dieses tierexperimentell ermittelte Ergebnis eines relativ geringen kanzerogenen
Potentials von B[c]PH auf den Menschen Ubertragbar ist, sollte anhand von Unter-
suchungen zum humanen Metabolismus von B[c]PH und B[c]PH-Dihydrodiolen
Uberprift werden. Zur biologischen Aktivierung der Verbindung beim Menschen ist
bislang nur sehr wenig bekannt, jedoch sind gerade diese Informationen fir die Risi-

koabschatzung von Bedeutung.

Daher standen im Mittelpunkt dieser Arbeit die Aktivierung von B[c]PH in menschli-
chem Gewebepréparationen.

Im einzelnen wurden folgende Fragen untersucht:

-Wird B[c]PH in Praparationen aus menschlichem Gewebe effizient metabolisiert?
-Ist das B[c]PH-Metabolitenmuster vergleichbar mit dem bei Nagern gefundenen?
-Welche spezifischen CYP 450-Enzyme sind an der Aktivierung beteiligt, auch im
Hinblick auf mogliche Risikogruppen?

-Werden B[c]PH-Dihydrodiole in menschlichen Gewebepréparationen zu genotoxi-
schen und mutagenen Metaboliten aktiviert, und welche humanen CYP 450-
Isoformen sind daran beteiligt?

-Wie grof} ist das genotoxische und mutagene Potential der aktivierten Dihydrodiole
im Vergleich zu Dihydrodiolen anderer PAK?

-Welche Ruckschlisse lassen sich daraus fur die Risikoabschatzung ableiten?
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18 humane Leber- und 11 humanen Lungenmikrosomenproben wurden zur Erfas-
sung interindividueller Unterschiede der metabolischen Kapazitat beim Menschen
untersucht. Die einzelnen Leberproben wurden durch Bestimmung CYP 450-
isoenzymspezifischer Aktivitaten in ihrem CYP 450-Isoenzymmusters charakterisiert.
Zur Aufklarung des Metabolismus wurden Inkubationsexperimente mit den humanen
Gewebepraparationen und tritiummarkiertem B[c]PH durchgefuhrt und gebildete

Metabolite mittels HPLC/Radiodetektion identifiziert.

Humane Mikrosomenpréapara-
tionen

Charakterisierung Isoenzym-
spezifischer Aktivitaten

B[c]PH B[c]PH-Dihydrodiole
Metabolismus in humanen Mi- Induktion von Genotoxizitat
krosomen nach Aktivierung mit humanen
Mikrosomen

Beteiligung spezifischer CYP-
Isoenzyme an der Metaboli-
tenbildung
-Korrelationsstudien

-Inhibitorstudien

-rekombinante humane CYP
450-Isoenzyme

Beteiligung spezifischer CYP-
Isoenzyme an der
DH-Aktivierung
-Korrelationsstudien

-Inhibitorstudien

-rekombinante humane CYP
450-Isoenzyme

Mutagenitét in V79-Zellen, die
humane CYP-Isoenzyme ex-
primieren

Risikoabschatzung

Abb.3.1 Strategie zur Untersuchung von B[c]PH
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Weiterhin sollten die am B[c]PH-Metabolismus beteiligten Isoenzyme identifiziert
werden. Hierzu wurden die gebildeten Metabolitenmengen mit zuvor bestimmten
CYP 450-isoenzymspezifischen Markeraktivitaten der Lebermikrosomen Kkorreliert.
Weitere Hinweise sollten Inkubationen in Gegenwart isoenzymspezifischer Inhibito-
ren liefern. Ergdnzend wurden rekombinante CYP 450-Isoenzyme mit B[c]PH inku-
biert.

Die Ergebnisse im Nager wurden durch Untersuchungen mit verschiedenen Ratten-
leberpréaparationen Uberprift und zum weiteren Speziesvergleich wurden analog

Schweine- und Rinderleberpréaparationen getestet.

Das genotoxische und mutagene Potential der B[c]PH-Dihydrodiole sowie der ver-
gleichend getesteten Verbindungen B[a]P-7,8-DH, DBJa,l]P-11,12-DH, B[j]F-2,3-DH
und FLU-2,3-DH wurde in zwei Testsystemen untersucht, zum einen durch Induktion
der SOS-Reparaturenzymkaskade in S. typhimurium TA 1535 pSK 1002 nach Akti-
vierung mit humanen CYP 450-Isoenzymen sowie durch Induktion von HPRT-
Mutationen in V79-Zellen, die humanes CYP 450 exprimieren.

Die an der Dihydrodiol-Aktivierung beteiligten CYP 450-Isoenzyme sollten identifi-
ziert werden. Hierzu wurde die mit den einzelnen Mikrosomenproben induzierte
SOS-Antwort mit deren CYP 450-spezifischen Markeraktivitdten korreliert und der
Einflul? isoenzym-spezifischer Inhibitoren auf die Induktion der SOS-Antwort gete-
stet. Weiterhin wurde die SOS-Antwort nach Aktivierung der Dihydrodiole mit re-

kombinanten humanen CYP 450-Enzymen bestimmt.

Mit den Ergebnissen der Studie sollte eine verbesserte Risikoabschatzung méglich
werden. Ein Strategieschema zur Untersuchung von B[c]PH ist in Abb. 3.1 wieder-

gegeben.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 B[c]PH-Metabolismusstudien mit CYP 450-Enzymen

Zur Untersuchung des B[c]PH-Metabolismus wurde tritiummarkiertes B[c]PH mit hu-
manen und tierischen Lebermikrosomen inkubiert. Die Identifizierung und Quantifi-
zierung der entstandenen Metabolite nach HPLC Trennung erfolgte mittels online-
Radiodetektion. Hierzu wurde zunéchst ein HPLC-Verfahren zur Trennung der
B[c]PH-Metabolite entwickelt. Das tritiummarkierte Substrat wurde aufgereinigt sowie

seine spezifische Aktivitat bestimmit.

4.1.1 Methodenentwicklung zur HPLC-chromatographischen Tren-
nung der B[c]PH-Metaboliten

Ein von Ittah et al. (1983) beschriebenes Verfahren zur Trennung verschiedener
B[c]PH-Metabolite mittels Umkehrphasen (RP)-HPLC wurde weiter optimiert, wobei
die Auftrennung der B[c]PH-Phenole verbessert werden konnte. 4-OH BJ[c]PH und 2-
OH BJ[c]PH wurden von den ubrigen Phenolkomponenten ,Basislinien“-getrennt ;
lediglich 3-OH BJ[c]PH koeluierte mit 5-OH-B[c]Ph. Ein Standardchromatogramm ist
in Abb. 4.1 dargestellt.

4.1.2 Charakterisierung der [G-*H] B[c]PH-Stamml&sung
4.1.2.1 Aufreinigung

Humane Mikrosomen, insbesondere von extrahepatischem Gewebe lassen nur rela-
tiv geringe Substratumsatzraten und folglich geringe Metabolitenmengen erwarten.

Die Verwendung einer hochreinen Substrates ist daher essentiell.
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Abb.4.1 Chromatographische Trennung von B[c]PH-Metaboliten mittels RP-HPLC
(Gradient: Methanol 40-100%/Wasser; Saule: RP 18)

Die Aufreinigung des Substrates erfolgte mit Hilfe des unter 6.6.1.1 beschriebenen

HPLC-Normalphasensystems (Abb. 4.2). Die Reinheit des Substrates war nach Auf-
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reinigung >99%; insbesondere Signale im Bereich der B[c]PH-Phenole konnten eli-

miniert werden.
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Abb. 4.2 Abtrennung von polaren Verunreinigungen in der *H-B[c]PH-Stammlésung

mittels Normalphasen-HPLC

4.1.2.2 Konzentration und spezifische Aktivitat

Die spezifische Aktivitat des Substrates ist fir die Nachweisempfindlichkeit der Me-

thode mitentscheidend.

Fir die *H-B[c]PH-Stammlésung wurde eine Konzentration von 10,0 mM sowie eine

spezifische Aktivitat von 0,1Ci/mmol bestimmt. Zum Vergleich sind die spezifischen

Aktivitaten tritiummarkierter Substrate aus friheren Studien in Tabelle 4.1 aufgeli-

stet.

Tab. 4.1 Spezifische Aktivitaten tritiummarkierter PAK in Metabolismusstudien

Substrat spezifische Aktivitat Referenz
5-Methylchrysen 0,3 Ci/mmol Kohl et al., 1996
6-Methylchrysen 0,6-3 Ci/mmol Kohl et al., 1996

B[a]P 1,3 Ci/mmol Staretz et al., 1996

Wie aus Tabelle 4.1 zu ersehen, liegt die ermittelte spezifische Aktivitat des °H-

B[c]PH in der gleichen Grdlenordnung wie die anderer tritiummarkierter PAK aus

fruheren Studien.
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4.1.3 Charakterisierung der Mikrosomen

Tierische sowie humane Lebermikrosomen wurden zunédchst bezuglich ihres Prote-
ingehaltes, ihres Gesamtgehaltes an CYP 450 und ihres Gehaltes an Cytochrom bs
charakterisiert. Bei allen Experimenten mit Mikrosomen wurde die jeweils einge-
setzte Mikrosomenmenge auf den Proteingehalt der einzelnen Suspensionen stan-
dardisiert um mit der Literatur vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. In zahlreichen
friheren Arbeiten, die den Metabolismus von PAK in humanen Lebermikrosomen
betreffen wurde diese Art der Normierung gewahlt (Day et al., 1992; Kohl et al., 1996
1),2); Staretz et al., 1996).

Der CYP 450-Gesamtgehalt erfal3t die Summe aller Isoenzyme der CYP 450-

Superfamilie.

4.1.3.1 Tierische Mikrosomen

Charakteristische Daten, die fir die tierischen Mikrosomen ermittelt wurden, sind in

Tabelle 4.2 wiedergegeben .

Tab. 4.2 Charakterisierung tierischer Mikrosomen

Spezies Probe Proteingehalt CYP 450 Cytochrom bs
[mg/ml Suspension] [nmol/mg [nmol/mg
Protein] Protein]
Ratte 22 0,86 0,55
Ratte; induziert 27 1,6 n.b.
(Aroclor)
Ratte; induziet 22 3,2 n.b.
(Phenobarbital)
Sl 10 0,54 n.b.
Schwein Sl 12 0,46 0,87
Sl 31 0,88 0,81
Rind 24 0,87 0,81

Erwartungsgeman weisen induzierte Rattenlebermikrosomen die hochsten CYP 450-
Gehalte auf. In Lebermikrosomen von Schwein, Rind und Ratte wurden um den
Faktor 2-3 niedrigere CYP 450-Gehalte gefunden.
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4.1.3.2 Humane Lebermikrosomen

Charakteristische Daten der verwendeten Humanlebermikrosomen sind in Tabelle

4.3 wiedergegeben.

Tab. 4.3 Charakterisierung von Protein-, CYP 450 und Cytochrom bs-Gehalt huma-

ner Lebermikrosomen aus Spenderorganen

Probe Proteingehalt CYP 450-Gehalt Cytochrom bs
[mg/ml Suspension]

39 20.5 0,61 0,718
98 15.7 0,39 0,543
100 6,4 0,45 0,53
107 16,8 0,59 n.d.

108 14,1 0,54 0,60
109 10,0 0,59 0,95
110 20,0 0,96 0,57
112 16,9 0,73 0,76
115 21,6 1,31 0,65
116 19,3 0,48 0,68
118 15,6 0,21 0,35
123 10,1 0,57 0,53
126 9,0 0,53 0,68
129 18,6 0,45 0,68
130 8,2 0,54 0,56
132 13,5 0,77 0,64
133 9,1 0,77 0,69
134 10,6 0,72 0,69

Mittelwert 0,62 £ 0,24 0,64 +£0,12

Aus den Daten ist zu erkennen, dalR die Gesamt-CYP 450-Gehalte zwischen einzel-
nen humanen Leberpraparationen um etwa den Faktor 3 variieren (Guengerich et
al., 1995 2)).

4.1.4 Metabolismus von B[c]PH

Der B[c]PH-Metabolismus wurde zunachst in einer Reihe tierischer Lebermikroso-
men bestimmt und dem Metabolismus in humanen Leber- und Lungenmikrosomen

gegentbergestellt, um Speziesunterschiede im Metabolitenspektrum zu ermitteln.
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4.1.4.1 Metabolismus von B[c]PH in tierischen Lebermikrosomen

Die einzelnen Metabolitenbildungsraten der tierischen Mikrosomen sind in Tabelle

4.5 zusammengefal3t.

Inkubationsbedinqungen fir alle verwendeten Mikrosomen:
*H-B[c]PH: 5uM

Mikrosomen: 0,5 mg/ml

4.1.4.1.1 B[c]PH-Metabolismus in Schweinelebermikrosomen

Inkubationen mit Schweinelebermikrosomen liefern B[c]PH-5,6-DH als Hauptmeta-

boliten und B[c]Ph-3,4-DH als Nebenmetaboliten. Phenolische Metabolite sowie po-
larere Metabolite als Dihydrodiole wurden nicht detektiert (Abb.4.3).

600
Schweineleber B[c]PH
500 +
_ 400
2
& 300 1 5.6-DH

10 20 30 40 50 60 70 [min]

Abb.4.3 Inkubation von Schweinelebermikrosomen mit *H-B[c]PH: Typisches Radi-
ochromatogramm; HPLC-Bedingungen: RP 18-S&ule; Methanol 40-100%/Wasser-
Gradient

4.1.41.2 Zeitabhéangigkeit der B[c]PH-Metabolitenbildung in Schweine-

lebermikrosomen

Zum Vergleich der B[c]PH-Metabolitenbildung in den einzelnen Mikrosomenproben

sind Inkubationsbedingungen zu wahlen, bei denen die Metabolitenbildung linear
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abhéangig von der Inkubationszeit ansteigt, um eine Umrechnung der Metabolitenbil-
dung pro Minute zu gewahrleisten. Weiterhin sollte fir Nachweis und Quantifizie-
rung der Metaboliten die gebildete Metabolitenmenge maoglichst grol3 sein.

Die B[c]PH-Metabolitenbildung nach Inkubation mit Schweinelebermikrosomen wur-
de daher nach verschiedenen Inkubationszeiten untersucht. Sie wies tUber 20 min
hinaus einen linearen Verlauf auf (Abb. 4.4). Fur die nachfolgenden Untersuchungen
wurde deshalb eine Standardinkubationszeit von 20 min gewahlt. Eine Inkubations-
zeit von 20 min wurde bereits in friheren PAK-Metabolismusstudien mit Lebermikro-
somen verwendet (Kohl et al., 1996 1),2); Staretz et al,1996).

8000
7000 B[C]PH-3,4-DH +
— 6000
Z 5000
©, 4000
3000
2000
1000
0 ; }
0 10 20 30
Inkubationszeit [min]

Abb. 4.4 Abhangigkeit der B[c]PH-3,4-DH-Bildung in Schweinelebermikrosomen von

der Inkubationszeit

4.1.4.1.3 B[c]PH-Metabolismus in Rinderlebermikrosomen

Mikrosomen aus Rinderleber bilden bei Inkubation von B[c]PH die Metaboliten

B[c]PH-3,4-DH und BJ[c]PH-5,6-DH zu etwa gleichen Anteilen. Auch hier sind pheno-
lische Verbindungen nicht nachweisbar (Abb. 4.5).
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B[c]PH
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Abb.4.5 Inkubation von Rinderlebermikrosomen mit °H-B[c]PH: Radio-

chromatogramm

4.1.4.1.4 B[c]PH-Metabolismus in Rattenlebermikrosomen

Es wurden sowohl nicht-induzierte, aroclorinduzierte als auch phenobarbital-
induzierte Rattenlebermikrosomen mit B[c]PH inkubiert (Abb.4.6 u.4.8). Die einzel-
nen Metabolitenbildungsraten sind in Tabelle 4.5 gegeniubergestellt. Phenobarbital-
und aroclorinduzierte Rattenlebermikrosomen wiesen wie erwartet eine deutlich ho-

here Aktivitat als Lebermikrosomen nicht-induzierter Ratten auf.

Rattenleber B[c]PH

(0]

o

o
1
T

400 -t 5,6_DH

3-/5-OH 4-OH
RN

10 20 30 40 50 60 70 [min]

Abb. 4.6 Radiochromatogramm einer Inkubation von nicht-induzierten Rattenleber-

mikrosomen mit *H-B[c]PH
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Abb.4.7 Radiochromatogramm einer Inkubation von phenobarbitalinduzierten Rat-

tenlebermikrosomen mit *H-B[c]PH

Phenobarbitalinduzierte (Abb.4.7) und nicht-induzierte (Abb. 4.6) Rattenleber-
mikrosomen bildeten B[c]PH-5,6-DH als Hauptmetaboliten. B[c]PH-3,4-DH-Bildung
in nennenswertem Ausmal wurde lediglich in nicht-induzierten Rattenleber-
mikrosomen beobachtet. Geringe Mengen 4-OH B[c]PH, 3- oder 5-OH BJ[c]PH wur-
den ebenfalls von nicht-induzierten Rattenlebermikrosomen generiert (Abb. 4.6). Die
prozentuale Metabolitenbildung in nicht-induzierten und phenobarbitalinduzierten
Rattenlebermikrosomen ist vergleichend den in der Literatur beschriebenen Daten in

Tabelle 4.4 gegentibergestellt.

Tab. 4.4 B[c]PH-Metabolitbildung in Rattenlebermikrosomen: Vergleich mit der Stu-
die von Ittah et al., 1983

Metabolitbildung [% bezogen auf & Dihydrodiole und Phenole]

Spezies B[c]PH-3,4-DH B[c]PH-5,6-DH &3-, 4-, 5-OH-
B[c]PH
eigene | Ittah etal, | eigene |Ittah etal, | eigene | Ittah et
Daten 1983 Daten 1983 Daten |al., 1983
Ratte 35 16,8 57 76,6 7 6,5
Ratte, induziert n.g. 55 >95% 88,3 n.d. 55
(Phenobarbital)

n.d: nicht detektiert
n.g.: nicht quantifiziert
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Die Daten korrelieren mit den von Ittah et. al. (1983) beschriebenen Inkubationsex-
perimenten in Bezug auf Metabolitenmuster und Metabolitenbildungsraten und be-
statigen die Eignung der in dieser Arbeit entwickelten Methodik (Tab. 4.4). Sie zei-
gen, dal3 in der Ratte unabhangig von der Vorbehandlung der Ratten mit Phenobar-
bital solche Metabolite bevorzugt gebildet werden, die in vitro und in vivo wenig bio-
logische Aktivitat besitzen.

Erstmals wurde der Metabolismus von B[c]PH in aroclorinduzierten Rattenlebermi-
krosomen untersucht. Neben B[c]PH-5,6-DH wurde ein weiterer polarer Hauptmeta-
bolit generiert, der nicht identifiziert werden konnte. B[c]PH-3,4-DH konnte unter den
gewahlten Bedingungen jedoch nicht nachgewiesen werden. Wie aus Tab. 4.5 zu
ersehen ist, wurde unter den gewahlten Bedingungen B[c]PH weitgehend umgesetzt
und bereits gebildetes B[c]PH-3,4-DH moglicherweise weiter metabolisiert zu polare-
ren Metaboliten. Dies steht in Einklang mit dem ausgeprégten Auftreten einer Reihe
polarer Metabolite und einer erhohten *H-Restaktivitat im Inkubationsansatz nach
Extraktion der in Ethylacetat I6slichen Metabolite im Vergleich zu denen phenobar-
bitalinduzierter und nicht-induzierter Rattenlebermikrosomen, was auf verstarkte Bil-
dung wasserloslicher Folgeprodukte hindeutet. Die geringe Phenolbildung in allen
Rattenleberpréaparationen deutet auf eine starke Hydrolaseaktivitat hin. Epoxidhy-

drolasen sind fur die Dihydrodiolbildung essentiell.

3500
3000 T
2500 T
2000 T
1500 T
1000 T
500 T
0

Rattenleber
(Aroclor)

B[c]PH

60 70 [min]

Abb.4.8 Radiochromatogramm einer Inkubation von aroclorinduzierten Rattenleber-

mikrosomen mit *H-B[c]PH
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Tab. 4.5 Bildungsraten von B[c]PH-Metaboliten in tierischen Lebermikrosomen

B[ c]PH-Metabolite [pmol/mg Protein x min]

Spezies B[ c]PH-3,4-DH | B[ c]PH-5,6-DH | 3 3- 4-, 5- | unmetabolisiertes
OH-B[ c]PH B[ c]PH [%]
Ratte 10,3 16,8 2,1 5045
Ratte, induziert n.qg. 53,6 n.d. 3310
(Phenobarbital)
Ratte, induziert n.d. 35,0 n.d. 1343
(Aroclor)
Schwein 3,9-9,0 7,6-9,3 n.d. 855
Rind 84 75 n.d. 5048

n.q.: nicht quantifiziert
n.d.: nicht detektiert

4.1.4.2 B[ c]PH-Metabolismus in humanen Lebermikrosomen

Ein reprasentatives HPLC-Radiochromatogramm der organisch extrahierbaren Me-

tabolite einer Inkubation von *H-B[c]PH mit Humanlebermikrosomen ist in Abb.4.8

dargestellt.
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400 T
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Abb.4.8 Inkubation von Humanlebermikrosomen mit *H-B[c]PH: typisches Radioch-

romatogramm



Ergebnisse und Diskussion

57

Wie aus Tabelle 4.6 zu ersehen ist, stellt B[c]PH ein gutes Substrat fir Humanle-

bermikrosomen dar.

Tabelle 4.6 B[c]PH-Metabolitenbildung in humanen Lebermikrosomen

Metabolitenbildung [pmol/mg Protein x min]”

Probe B[c]PH- | B[c]PH- | 4-OH-

3,4-DH | 5,6-DH | B[c]PH A? B? c? D?

39 11,3 5,8 n.d. 7,6 1,6 n.d. n.d.
98 21,7 4,5 n.d. 8,4 1,6 2,3 n.d.
100 2,5 1,4 n.d. 2,7 n.d. n.d. n.d.
107 26,8 6,2 0,7 21,0 3,8 2,2 n.d.
108 21,5 3,9 0,8 14,4 2,2 31 n.d.
109 20,1 51 1,2 15,7 3,0 2,5 n.d.
110 10,3 5,8 n.d. 11,2 n.d. n.d. n.d.
112 25,4 5,4 1,7 14,7 4,6 2,6 1,8
115 22,0 11,3 1,5 18,6 2,5 n.d. 7,5
116 13,1 53 0,7 13,9 2,4 2,0 4,3
118 3,7 1,5 n.d. 1,7 n.d. n.d. n.d.
123 6,6 1,7 0,7 7,5 3,9 n.d. n.d.
126 10,6 1,0 0,7 6,4 1,4 1,7 n.d.
129 17,6 51 1,3 10,4 2,0 3,2 4,5
130 4,1 1,8 n.d. 3,2 1,2 n.d. n.d.
132 16,4 51 0,5 10,8 1,9 3,5 4,1
133 18,6 5,4 0,9 17,5 4,4 n.d. 1,6
134 12,4 6,1 0,6 6,4 1,4 2,2 3,9
Mittelwert 14,7 4,6 1,0 10,7 2,1 1,4 1,5

Bereich 2,5-26,8 | 1,0-11,3 | 0,5-1,7 | 2,7-21,0| 1,246 | 1,7-3,5]|1,6-7,5

1) Die Abweichungen innerhalb einer Doppelbestimmung betragen durchschnittlich
10%. Die Metabolitenbildungsraten wurden durch Bezug auf die Aktivitat von unme-
tabolisiertem *H B[c]PH berechnet.

2) A,B,C,D: polare, nicht spezifizierte Metabolite

Quialitativ vergleichbare Metabolitenprofile wurden mit allen 18 Humanleberproben

erhalten. In allen Proben wurde B[c]PH-3,4-DH als Hauptmetabolit generiert (2,5-
26,8 pmol/mg Protein min), B[c]PH-5,6-DH als Nebenmetabolit (1,0-11,3 pmol/mg
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Protein min). 4-OH B[c]PH wurde in geringen Mengen in neun Proben generiert. Zu-
satzlich wurden vier Signale in den Chromatogrammen beobachtet, deren Retenti-
onszeiten kirzer sind als die der Dihydrodiole und auf die Bildung polarer Folgepro-
dukte wie B[c]PH-Triole und Tetraole hindeuten. Der am meisten ausgepragte Meta-
bolit ,A* wurde in allen 18 Proben beobachtet. Die Metaboliten ,B*, ,C* und ,D* wur-
den in den meisten der 18 Proben detektiert.

Die gebildeten Mengen der Metaboliten variierten 2 bis 10-fach, sind jedoch gré03-
tenteils gut miteinander korreliert (Tab. 4.7), was als Hinweis auf die unter 4.1.4.4
beschriebene Beteiligung, spezifischer Isoenzyme an der Aktivierung von B[c]PH

gewertet werden kann.

Tab.4.7 Korrelationskoeffizienten zwischen B[c]PH-Metaboliten in humanen Leber-

mikrosomen
B[c]PH 4-OH A B C D
-5,6-DH | B[c]PH
B[c]PH-3,4-DH | 0,5568% | 0,6853" | 0,8473° | 0,7125Y | 0,5648” | 0,3510
B[c]PH-5,6-DH - 0,3451 | 0,6653” | 0,3240 | 0,0503 |0,4888 2
4-OH B[c]PH - - 0,6822% | 0,7963 | 0,4130 | 0,5129”
A - - - 0,7559” | 0,2980 | 0,3486
B - - - - 0,2943 | 0,3211
C - - - - - 0,3255
Fettdruck: signifikante Korrelation
a) p<0,05
b) p<0,01
c) p<0,001

Korrelationen bestehen zwischen beiden gebildeten Dihydrodiolen und wie erwartet
zwischen 4-OH BJc]PH und B|[c]PH-3,4-DH, die beide aus der gleichen Epoxidvor-
stufe gebildet werden kdnnen. Korrelationen bestehen weiterhin zwischen B[c]PH-
3,4-DH und den polaren Metaboliten A-C, die wahrscheinlich Folgeoxidationspro-
dukte der Dihydrodiole darstellen. Diese Argumentation wird auch durch die ver-
kirzte Retentionszeit unterstutzt.

Die Daten zeigen weiterhin klare Beziehungen zwischen 4-OH B[c]PH und den Me-

taboliten A sowie B.
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Proben mit den hochsten (HL 115) und niedrigsten (HL 118) Gesamt-CYP 450-
Gehalten weisen auch die hdchsten bzw. niedrigsten Metabolitenbildungsraten auf,
wenngleich in den meisten Fallen kein Bezug zwischen Metabolitenbildung und Ge-
samt-CYP 450-Gehalt hergestellt werden konnte.

Ahnliche Variationen im humanen PAK-Metabolismus wurden auch fiir 5-Methyl-
chrysen (5-MeCHR) von Kohl et al., (1996) und B[a]P von Staretz et al., (1996) unter
Verwendung des gleichen Mikrosomensatzes beschrieben. Die Bildungsraten fur die
jeweiligen Prokanzerogene 5-MeCHR-1,2-DH und B[a]P-7,8-DH sind in Tabelle 4.8

den in dieser Studie fur B[c]PH ermittelten Daten gegenubergestellt.

Tab. 4.8 Vergleich der Prokanzerogenbildung in humanen Lebermikrosomen aus
den Substraten B[a]P (Staretz et al., 1996), 5-MeCHR (Ko6hl et al., 1996 1)) und
B[c]PH

PAK
B[ a]P 5-MeCHR B[ c]PH
prokanzerogenes Dihydrodiol
B[ a]P-7,8-DH 5-MeCHR-1,2-DH B[ c]PH-3,4-DH
humane Lebermi- Bildungsrate [pmol/mg protein/min]
krosomen
39 1,0 2,31 11,3
98 0,39 1,85 21,7
100 n.b 0,26 2,5
107 2,0 2,27 26,8
108 1,9 1,38 21,5
109 1,8 1,84 20,1
110 0,74 1,00 10,3
112 n.b 1,88 25,4
115 0,48 1,05 22,0
116 0,52 1,26 13,1
118 n.b 0,24 3,7
123 n.b 0,68 6,6
126 n.b 1,15 10,6
129 0,74 1,16 17,6
130 n.b 0,58 4,1
132 0,94 1,24 16,5
133 n.b 1,46 18,6
134 n.b. 1,07 12,4
Mittelwert 1,1+0,6 1,3+0,6 14,7+ 7,5
Bereich 0,39-2,0 0,26-2,31 2,5-26,8
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Die Bildung des B[c]PH-3,4-DH korreliert gut (r=0,7482; p=0,002) mit der Bildung
von 5-Methylchrysen-1,2-DH aus 5-Methylchrysen (Kohl et al., 1996 1)) in den glei-
chen Proben (Tab. 4.8).

Wie aus den Daten weiterhin zu ersehen ist, sind die Bildungsraten ftir B[c]PH-3,4-
DH um den Faktor 10 groR3er als jene fir B[a]P-7,8-DH aus B[a]P und 5- bis 20- fach
starker als fur 5-MeCHR-1,2-DH aus 5-MeCHR, wahrend die Summe aller gebilde-
ten B[c]PH Metabolite nur um Faktor 2-5 grof3er zu sein scheint als die Summe der
Metabolite aus 5-MeCHR und B[a]P (Kohl et al., 1996 1); Staretz et al., 1996).
Weitere Studien beschreiben interindividuelle Variabilitdt beim Metabolismus von
B[a]P, 6-Methylchrysen und Chrysen nach Aktivierung mit Humanlebermikrosomen
(Harris et al., 1976; Kohl et al., 1996 1); Kohl et al., 1996 2); Shimada et al., 1989;
Yun et al., 1992).

4.1.4.3 Speziesabhangigkeit des B[c]PH-Metabolismus

Alle getesteten humanen und tierischen Mikrosomen generieren B[c]PH-
Dihydrodiole, wobei sowohl die Bildung von B[c]PH-5,6-DH als auch von B[c]PH-3,4-
DH beobachtet wird. Hydroxy-B[c]PH-Bildung wurde in Humanlebermikrosomen und
uninduzierten Rattenlebermikrosomen nachgewiesen.

B[c]PH hat sich als ein schwaches Kanzerogen im Nager gezeigt. Hierfur wird die
geringe Bildungsrate des Prokanzerogens B[c]PH-3,4-DH verantwortlich gemacht
(Ittah et al., 1983, Einolf et al., 1996). Auch Schweinelebermikrosomen generieren
dieses Metabolitenmuster, warend Rinderlebermikrosomen B[c]PH-5,6-DH und
B[c]PH-3,4-DH zu ungeféhr gleichen Anteilen bilden.

Im Gegensatz dazu steht die bevorzugte Bildung von B[c]PH-3,4-DH in humanen
Lebermikrosomen als Vorlaufer der kanzerogenen B[c]PH-3,4-DH-Epoxide. Hieraus
lalkt sich ableiten, dal3 die Bildung biologisch aktiver B[c]PH-Metabolite in der
menschlichen Leber begunstigt ist, wahrend in der Rattenleber bevorzugt wenig
biologisch aktive Metaboliten gebildet werden. Die ermittelten in vitro-Daten korrelie-
ren zudem gut mit Metabolismusstudien in humanen MCF-7-Mammacarcinomzellen,
die B[c]PH zu DNA-bindenden B[c]PH-3,4-DH-1,2-Epoxiden aktivieren (Einolf et al.,
1996).
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4.1.4.4 Beteiligung von humanen CYP 450-Isoenzymen an der Aktivierung
von B[c]PH

Zur ldentifizierung der an der B[c]PH-Aktivierung beteiligten Isoenzyme wurden 3

unabhéngige Verfahren angewendet:

1) Korrelation der gebildeten Metabolitenmengen mit CYP 450-Isoenzym-
spezifischen Markeraktivitaten der Mikrosomen (Korrelationsstudien)
2) Inkubation der Mikrosomen mit CYP 450-Isoenzym-spezifischen Inhibitoren

3) Inkubation von rekombinanten humanen CYP 450-Isoenzymen

4.1.4.4.1 Korrelationsstudien

Zur Durchfuhrung der Korrelationsstudien wurden zunachst einzelne isoenzymspe-
zifische Aktivitdten in den Humanlebermikrosomen bestimmt, die das CYP 450-

Spektrum in der Humanleber charakterisieren (vgl. 2.6).

4.1.4.4.1.1 Charakterisierung der CYP 450-Isoenzymaktivitaten der Mikrosomen
Charakteristische Daten zum CYP 450-Isoenzymmusters der Lebermikrosomen la-
gen bereits vor (Guengerich et al., 1995 2)). Die getesteten Markerenzymaktivitaten

sowie die korrespondierenden Isoenzyme sind in Tab. 2.1 aufgelistet.

4.1.4.4.1.1.1 Bestimmung der Ethoxyresorufin-O-Deethylase (EROD) Aktivitat
Die Ethoxyresorufin O-deethylase (EROD)-Aktivitat ist ein Marker fir die CYP 1A1-
und 1A2-Aktivitdt von Mikrosomen. Die gemessenen EROD-Aktivitaten der einzel-
nen Mikrosomenpraparationen wurden erstmals von Guengerich et al., (1995 2))
bestimmt. Da das Mikrosomenmaterial 24 Monate bei -72°C im Biofreezer gelagert
wurde, sollte auf eine mogliche Abnahme der Isoenzymaktivitaten wahrend der La-
gerzeit gepruft werden. Die EROD-Aktivitat wurde im Rahmen dieser Arbeit exem-
plarisch untersucht.

Die von Guengerich et al. (1995 2)) und im Rahmen dieser Arbeit gemessenen

EROD-Aktivitaten sind in Tabelle 4.12 vergleichend gegenlbergestellt.
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Insgesamt ergab sich eine deutliche Abnahme der Aktivitaten wahrend der Lager-
zeit. Es wurden noch maximal 60 % der anfanglichen EROD-Aktivitat gemessen.
Jedoch korrelierten die beiden Datenreihen zur EROD-Aktivitat sehr gut (r=0,9051
p= 0,0002). Die Metabolitenmengen wurden jeweils mit beiden Datenreihen korre-
liert, wobei die ermittelten Koeffizienten nur unbedeutend voneinander abwichen.
Von Friedel (1997) konnte zuséatzlich gezeigt werden, dal3 die Nifedipinoxidase-
Aktivitaten der Mikrosomen wéahrend der Lagerung weitgehend konstant geblieben
sind (Tab. 4.12).

Tab. 4.12 Lagerungsbedingte Verdnderungen einzelner Isoenzymaktivitaten in hu-

manen Lebermikrosomen; n.b.: nicht bestimmt

EROD [pmol/mg Protein x min] NF [nmol/mg protein x min]
(CYP 1A2) (CYP 3A4)
Probe (Guengerich et] eigene Daten | (Guengerich et| Friedel, 1997
al., 1995 2)) al., 1995)
39 99 42 3,4 n.b.
98 60 23 2,1 n.b.
100 28 14 1,4 n.b.
107 284 108 3,5 n.b.
108 306 129 1,2 1,2
109 248 101 2,0 n.b.
110 91 53 15,4 11,1
112 280 88 1,9 n.b.
115 252 70 23,1 n.b.
116 108 40 2,4 n.b.
118 17 10 0,5 n.b.
123 84 29 1,5 n.b.
126 85 22 1,6 n.b.
129 87 45 0,7 n.b.
130 37 20 0,7 n.b.
132 189 79 0,1 n.b.
133 391 83 4,3 n.b.
134 79 48 51 n.b.

Die Daten decken sich mit Studien von Yamazaki et al., (1996), der nach funfjahriger
Lagerung eine Abnahme der EROD-Aktivitat um 50% beschreibt, wahrend fur die
Nifedipinoxidase-Aktivitat sowie die tbrigen in Tab. 4.13 aufgefiihrten Markeraktivi-

taten nur eine 5-25 %ige Abnahme festgestellt werden konnte. Daher wurden -mit
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Ausnahme der EROD-Aktivitaten- die von Guengerich et al. (1995 2)) ermittelten

Daten zugrunde gelegt.

4.1.4.4.1.1.2 CYP 450-Isoenzym-spezifische Aktivitaten der humanen Leber-
mikrosomen
Die CYP 450-spezifischen Markeraktivititen der verwendeten Mikrosomenproben

sind in Tab. 4.13 aufgelistet.

Tab. 4.13 Ubersicht {iber die Isoenzym-spezifischen Markeraktivitaten der humanen
Lebermikrosomen

CYP 450-spezifische Aktivitat
pmol/mg Protein x min nmol/mg Protein x min
Probe EROD | BUFY mMpY NFY cz” coum”

1A2 2D6 2C19 3A4 2E1 2A6
39 42 597 25 3,4 6,42 0,60
98 23 300 11 2,1 2,86 0,81
100 14 561 21 1,4 5,69 0,72
107 108 435 152 3,5 2,99 0,47
108 129 60 30 1,2 2,31 1,12
109 101 135 25 2,0 3,56 1,01
110 53 260 56 15,4 1,76 0,55
112 88 313 92 1,9 3,65 0,33
115 70 239 273 23,1 5,34 n.d.
116 40 620 96 2,4 2,86 0,58
118 10 131 49 0,5 0,89 0,16
123 29 172 39 1,5 2,06 0,24
126 22 337 207 1,6 1,17 0,63
129 45 55 8 0,7 2,3 0,39
130 20 247 11 0,7 3,97 0,36
132 79 719 36 0,1 7,22 0,37
133 83 333 215 4,3 6,82 2,21
134 48 813 38 5,1 3,42 1,50

Bereich 10-129 | 55-813 8-273 10,1-23,1]0,89-7,22| 0,16-2,21

EROD Ethoxyresorufin-O-deethylierung
NF: Nifedipinoxidase

MP: (S)-Mephenytoin-4”-hydroxylierung
BUF: Bufuralol-1"-hydroxylierung

CZ: Chlorzoxazon-6-hydroxylierung
COUM: Coumarin-7-hydroxylierung

1) Guengerich et al., 1995
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Das Spektrum an gemessenen CYP 450-isoenzymspezifischen Aktivitaten erfaldt
alle wesentlichen in der menschlichen Leber vorhandenen CYP 450-Isoenzyme.
CYP 450-Hauptenzyme in der menschlichen Leber, die gleichzeitig besondere Be-
deutung fir den Fremdstoffmetabolismus besitzen sind CYP 3A4 (ca. 40%) und CYP
1A2 (ca. 18%). Enzyme der 2C-Unterfamilie bilden einen Anteil von ca 25%, wéah-
rend die Anteile von CYP 2E1, CYP 2A6, CYP 2D6 und CYP 2B6 unter 10% liegen.
CYP 3A4 ist auch in der Darmwand in wesentlichen Anteilen vorhanden und dort fur
den Fremdstoffmetabolismus verantwortlich (Waller et al., 1984).

Die einzelnen Isoenzymaktivitaten stellen ein relatives MalR3 fir den Gehalt der ein-
zelnen Isoenzyme dar und dienem dem Vergleich der Proben untereinander
(Guengerich, 1995 1)).

Die Markeraktivitaiten der Proben unterscheiden sich in der Regel bis zu einem
Faktor von 10 bis 20, fur die Nifedipinoxidase-Aktivitat bis zu einem Faktor von 200,
(Tab. 4.13) wahrend der CYP 450-Gesamtgehalt zwischen den Proben nur um den
Faktor 2-3 variiert.

Die hohe Variabilitat der Isoenzymaktivitaten und die hohe Anzahl der Mikrosomen-

proben bilden die Grundlage fur die Aussagekraft der Korrelationsstudien.

4.1.4.4.1.3 Korrelationen zwischen CYP 450-Isoenzym-spezifischen Markerakti-
vitdten und B[c]PH-Metaboliten

Durch Korrelation der in Tab. 4.13 aufgelisteten CYP 450-spezifischen Markerakti-
vitaten mit den gebildeten Metabolitenmengen in denselben Proben (Tab. 4.6) sollen
die mal3geblich an der B[c]PH-Aktivierung beteiligten Isoenzyme identifiziert werden.
Als Auswerteverfahren wurden Spearman-Korrelationen gewéhlt, ein Verfahren, das
fur vergleichbare Studien bereits in friheren Arbeiten benutzt wurde (Kohl et al.,
1996 1); 2); Staretz et al., 1996). Bei der Spearman- Korrelation wird die Rangfolge
von Wertepaaren zweier Reihen verglichen. Im Gegensatz zur linearen Regression
erfordert die Spearman-Korrelation keine Elimination von Ausreil3ern.

Die Ergebnisse der Spearman Korrelationen zwischen den gebildeten Metaboliten-

mengen und den spezifischen Isoenzymaktivitaten sind in Tabelle 4.14 aufgelistet.
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Tabelle

4.14 Korrelationskoeffizienten

Markeraktivitaten und B[c]PH-Metabolitbildung

[r]

zwischen

CYP  450-Isoenzym-

CYP 450-Isoenzym-Markeraktivitaten

Metabolit EROD MP BUF CZ NF COUM

1A2 2C19 2D6 2E1 3A4 2A6

B[c]PH-3,4-DH| 0,7750? | 0,2592 | -0,0630 | 0,2117 | 0,3521 | 0,2843

B[c]PH-5,6-DH | 0,5930 ” | 0,3721 | 0,2955 | 0,3421 | 0,7519% | 0,1730

4-OH B[c]PH | 0,6759® | 0,3618 | -0,3038 | 0,0857 | 0,1856 | 0,1328

A 0,8700 ? | 0,4667 | -0,0630 | 0,2695 | 0,5049” | 0,2647

B 0,6484% | 0,3901 | -0,1127 | 0,2225 | 0,2121 | 0,0295

C 0,5054” [-0,2706 | -0,0194 | -0,0054 | -0,3117 | 0,1016

D 0,2359 | 0,2478 | 0,1819 | 0,2995 | 0,1550 | -0,0201

Fettdruck: signifikante Korrelation

a) p<0,01
b) p<0,05
c) p<0,001

Signifikante Korrelationen (durch stéarkere Schrift hervorgehoben) wurden zwischen
der EROD (CYP 1A1/1A2)-Aktivitat der Lebermikrosomen und B[c]PH-3,4-DH,
B[c]PH-5,6-DH und 4-OH BJ[c]PH gefunden. Zuséatzlich wurde eine Korrelation zwi-
schen der B[c]PH-5,6-Dihydrodiol-Bildung und der CYP 3A4-Aktivitat der Mikroso-
men festgestellt. Keine Korrelationen wurden mit den 2C19, 2D6, 2E1 und 2A6-
Aktivitaten der Mikrosomen festgestellt. Aus den ermittelten Daten &3t sich ableiten,
dall CYP 1A2 und in geringerem Ausmalfd CYP 3A4 in menschlichen Lebermikroso-

men an der Oxidation von B[c]PH zu Dihydrodiolen und Phenolen beteiligt sind.

4.1.4.4.2 CYP 450-spezifische Inhibitoren

Zur Bestéatigung der Befunde aus den Korrelationsstudien wurde der Einflud CYP
450-spezifischer Inhibitoren auf den B[c]PH-Metabolismus untersucht. Wie unter

4.1.4.4.1.3. Dbeschrieben, wurden Korrelationen zwischen der BJ[c]PH-
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Metabolitenbildung mit den Isoenzymen CYP 1A2 und CYP 3A4 der Mikrosomen
festgestellt. Um diesen Effekt zu Uberprifen, wurde der CYP 1A2-spezifische Inhi-
bitor a-NF, sowie der CYP 3A4-spezifische Inhibitor Troleandomycin (Trol) (Chang
et al., 1994) eingesetzt und die Bildung der B[c]PH-Metaboliten untersucht. Es wur-
den solche Humanlebermikrosomenproben ausgewéhlt und untersucht, die hohe
Gehalte an CYP 1A2 aufwiesen, und in ihrem Gehalt an CYP 3A4 starker variierten.

400

. B B[c]PH-3,4-DH 2 |

5300 4 0

= ] B[c]PH-5,6-DH i

2 200 + 0

: 8 2

| [N Lk
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Kontrolle a-NF Trol
(DMSO) (CYP 1A2) (CYP 3A4)

Abb.4.7 Einflud CYP 450-spezifischer Inhibitoren auf den B[c]PH-Metabolismus in
humanen Lebermikrosomen

Die B[c]PH-3,4-DH-Bildung in HL 133 wurde bereits bei 10uM a-NF vollstandig inhi-
biert.

HL 133: Humanleberprobe mit niedrigem CYP 3A4-Gehalt

HL 115: Humanleberprobe mit hohem CYP 3A4-Gehalt

Eine dosisabhangige Inhibierung der Bildung des 3,4-Dihydrodiols durch a-NF
(10puM a-NF: 70-100% Inhibierung) wurde in allen Proben beobachtet. Die Bildung
des 5,6-Dihydrodiols wurde schwach inhibiert in den Proben mit geringen Gehalten
an CYP 3A4, wahrend in Proben, die hohe Gehalte an CYP 3A4 aufwiesen, die 5,6-
Dihydrodiol-Bildung 2-3,5-fach verstarkt wurde. (10-25uM a-NF) (Abb. 4.7).
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Interessanterweise wurden unter diesen Bedingungen Metabolite gebildet, die mit 3-
und 5-OH BJc]PH koeluieren und auf eine Verschiebung der bevorzugten Hydroxilie-
rungsposition hindeuten (Abb.4.8).

3-/5-OH B[c]PH
[pmol/mg Protein/min]

0 1 10 25
Konzentration a-NF [uM]

Abb. 4.8 Einflu von a-NF auf die Bildung von phenolischen B[c]PH-Metaboliten in

Humanlebermikrosomen

Die 4-OH BJc]PH-Bildung wird in allen Proben zusammen mit der 3,4-DH-Bildung
inhibiert. In CYP 3A4-reichen Proben (HL 115) steigt die 3-/5-OH B[c]PH-Bildung
zusammen mit der 5,6-DH-Bildung, wéhrend in CYP 3A4 armen Proben (HL 133) die
3-/5-Hydroxylierung bereits ab 1uM abnimmt, in Ubereinstimmung mit der leichten
Hemmung der 5,6-DH-Bildung in der gleichen Probe. Eine &hnliche Wirkung des
Inhibitors a-NF auf das Produktspektrum von PAK wurde auch in friheren Studien
festgestellt und beschrieben (Shou et al., 1994).

Bei Inkubationen in Gegenwart des CYP 3A4-Inhibitors Troleandomycin wurde kein
EinfluR auf die 3,4-Dihydrodiol-Bildung beobachtet, wéhrend die 5,6-Dihydrodiol-
Bildung leicht inhibiert wurde (10uM Troleandomycin: 16% Inhibierung). Die Daten
belegen die Beteiligung von CYP 1A2 an der Bildung von B[c]PH-3,4-DH und geben
weitere Hinweise auf die Beteiligung von CYP 3A4 an der Bildung von B[c]PH-5,6-
DH.
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4.1.4.4.3 B[c]PH-Metabolismus in humanen, rekombinanten CYP P450-Enzymen
Erganzend zu den Untersuchungen mit humanen Gewebepraparationen wurde der
B[c]PH-Metabolismus mit einzelnen rekombinanten CYP-Isoenzymen untersucht. Im
Gegensatz zur Konkurrenzsituation zwischen verschiedenen CYP 450-Isoenzymen
in Mikrosomen erlauben rekombinante CYP-Isoenzyme Untersuchungen an indivi-
duellen CYP 450-Isoenzymen. Getestet wurden rekombinantes humanes CYP 1Al
und CYP 3A4, das zusammen mit NADPH-Oxidoreduktase in Bakterien exprimiert

wurde sowie in Hefen exprimiertes humanes CYP 1B1.
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Abb.4.9 B[c]PH-Metabolitenbildung in rekombinanten humanen CYP 450-Enzymen
Inkubationsbedingungen: CYP 450: 250 pmol; Substrat 5uM Inkubationszeit: 20 min

Die rekombinanten CYP-Isoenzyme wurden in Form von Membranpréparationen aus
den Mikroorganismen ohne den Zusatz von Epoxidhydrolase inkubiert. Die B[c]PH-

Metabolitenbildung nach Inkubation der rekombinanten CYP-Isoformen ist in Abb.
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4.9 dargestellt. Hierbei konnten die in Tab. 4.15 aufgelisteten Metabolitenbildungs-

raten gemessen werden.

Tab. 4.15 B[c]PH-Metabolitenbildung in rekombinanten humanen CYP-Isoenzymen

B[c]PH-Metaboliten (pmol/nmol P450/min)”

rekombi- | B[c]PH- | B[c]PH- | 4-OH | 3-OH; A B C D
nantes | 3,4-DH | 5,6-DH |B[c]PH]| 5-OH
CYP 450 B[c]PH
1A2 7,4 8,0 58,8 23,3 3,0 6,6 6,8 9,0
3A4 n.d. n.d: n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1B1 6,2 10,4 22,6 19,2 37,6 11,9 11 4,5
Y +10%

n.d.: nicht detektiert

Wie bereits bei den Inkubationen mit Mikrosomenpréparationen wurden auch hier
Dihydrodiol- und Phenolbildung beobachtet. Die Phenolbildung ist um den Faktor 9
hoher als die Dihydrodiolbildung. Die Dihydrodiolbildung erfolgt offenbar spontan in
Folge einer geringen Epoxidhydrolaseaktivitat (nicht gemessen) der Praparationen.
Ein &hnlicher Effekt wurde auch bei friheren Studien festgestellt, bei denen B[c]PH
mit hochgereinigten CYP-Isoenzymen der Ratte in Anwesenheit und Abwesenheit
von Epoxidhydrolase inkubiert wurde (Ittah et al., 1983). Diese Daten belegen die
Bedeutung der Epoxidhydrolasen fir die PAK-Dihydrodiolbildung. Epoxidhydrolasen
sind im naturlichen Gewebe in gro3en Mengen vorhanden.

Rekombinantes CYP 1A2 hydroxyliert B[c]PH hauptsachlich in 4-Position. Beide Di-
hydrodiole wurden in ahnlichem Ausmald gebildet wie bei den Lebermikrosomen.
Weiterhin wurden Metaboliten identifiziert, die mit 3- und 5-OH B[c]PH koeluieren.
Mit rekombinantem CYP 3A4 konnte unter den gewahlten Bedingungen keine Meta-
bolitenbildung beobachtet werden. CYP 1B1 erwies sich dagegen als guter Kataly-
sator fur den B[c]PH-Metabolismus und generierte ein Metabolitenspektrum ver-

gleichbar mit dem von rekombinantem CYP 1A2.
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Vorwiegend wurden 4-OH-BJ[c]PH und weiterhin 3- bzw. 5-OH-B|[c]PH gebildet (Abb.
4.9). Von den Dihydrodiolen wurden durch CYP 1B1 hauptséchlich das B[c]PH-5,6-
DH und B[c]PH-3,4-DH gebildet. Besonders ausgepragt war die Bildung eines unbe-
kannten, polaren Metaboliten ,,A”. Dies korreliert mit dem beobachteten Anstieg der
Bildung wasserl6slicher Metabolite, gemessen anhand der Radioaktivitat in der
Wasserphase (Tab. 4.16). In keinem der Systeme konnte eine B[c]PH-

Hydroxilierung in Position 1 oder 2 festgestellt werden.

Tab. 4.16 Restaktivitat in der Wasserphase nach Extraktion der in Ethylaceteat I6sli-

chen Metaboliten

Kontrolle CYP 1A2 CYP 3A4 CYP 1B1

Aktivitat [CPM] in 4040+445 7055+178 4391453 42470+1098

der walirigen Phase

4.1.4.5 Zusammenfassende Betrachtung von Korrelationsstudien, Inhibi-

torstudien und Inkubation von rekombinanten CYP 450-Isoenzymen

Die Ergebnisse aus Korrelationsstudien und Metabolismusstudien mit CYP-450-
Inhibitoren ergeben, dafd in der menschlichen Leber vor allem CYP 1A2 und zu ge-
ringerem Anteil CYP 3A4 wichtige Katalysatoren fur die Oxidation von B[c]PH zu den
als Hauptmetaboliten auftretenden Dihydrodiolen und Phenolen darstellen. CYP 1A2
ist primar fur die Bildung des Prokanzerogens B[c]PH-3,4-DH verantwortlich, wah-
rend CYP 3A4 die Detoxifizierung zum 5,6-DH vermittelt. Rekombinantes CYP 1A2
hydroxyliert B[c]PH ebenfalls bevorzugt in Position 4, und weiterfihrend auch in Po-
sition 3 bzw. 5, was in Einklang mit der Dihydrodiolbildung in humanen Lebermikro-
somen steht. Bereits frihere Arbeiten beschreiben die Beteiligung spezifischer hu-

maner CYP-Isoenzyme am PAK-Metabolismus (Tab. 4.11).
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Tab. 4.11 Beteiligung von CYP 450-Isoenzymen am PAK-Metabolismus

PAK Metabolit beteiligtes CYP- Referenz
Isoenzym
Benzo[a]pyren 7,8-DH 1A1/1A2 Roberts-Thomson et al.,
1993
1A2 Staretz et al., 1996
3-OH 3A4, (1A1) Roberts-Thomson et al.,
1993
2C8, 3A4 Yun et al., 1992
3A4, 1A2 Staretz et al., 1996
1B1 Shimada et al., 1997
9,10-DH 1A2 Staretz et al., 1996
4,5-DH 1A2 ;
1-, 9-OH 1A2 "
Chinone 1A2 "
5-Methylchrysen 1,2-DH 1A1/1A2 Kohl et al., 1996 2)
5-OH-Methyl 3A4 ,
2-, 7-OH 1A1/1A2, 3A4 "
1-OH 1A1/1A2 "
6-Methylchrysen 1,2-DH 1A1/1A2 y
6-OH-Methyl 3A4 "
1-, 2-,4-,7-OH 1A1/1A2 "
Chrysen 5,6-DH 1A1/1A2 Kohl et al, 1996 1)
1,2-DH 1A1/1A2 "
1-, 3-, 4-, 1A1/1A2 "
2-OH; 6-OH 3A4 "

Die B[c]PH-3,4-DH-Bildung korreliert mit der von Kohl et al. (1996 1)) nachgewiese-
nen CYP 1A2-abh&ngigen Bildung von 5-MeCHR-1,2-DH aus 5-MeCHR im gleichen
Mikrosomensatz (r=0,7482 p=0,002). CYP 1B1, fur das schon in friheren Studien
eine Beteiligung am PAK-Metabolismus nachgewiesen werden konnte, ist ein sehr

guter Katalysator fur die B[c]PH-Aktivierung. Die Ergebnisse korrelieren mit Studien
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zum B[c]PH-Metabolismus mit Zellkulturen (V79), die menschliche CYP-lIsoenzyme
exprimieren. Seidel et al. (1998) fanden, dafl3 V79-Zellen, die humanes CYP 1A2
oder CYP 1A1 exprimieren, B[c]PH-3,4-DH und B[c]PH-5,6-DH generieren. B[c]PH-
3,4-DH scheint in CYP 1A2 exprimierenden Zellen bevorzugt gebildet zu werden.
Dies steht in Einklang mit den Verhéaltnissen, die in humanen Lebermikrosomen er-
mittelt wurden. V79-Zellen, die humanes CYP 3A4 exprimieren, bildeten ausschliel3-
lich B[c]PH-5,6-DH mit niedrigen Bildungsraten. Dies stimmt mit der Beobachtung
Uberein, dafl CYP 3A4 in der Humanleber ausschliel3lich fur die Bildung des 5,6-
Dihydrodiols verantwortlich ist.

CYP 2A6 und CYP 2E1 exprimierende V79-Zellen generierten ebenfalls B[c]PH-5,6-
DH, wahrend in Humanlebermikrosomen kein Beitrag dieser Isoenzyme nachgewie-
sen werden konnte. Dies ist méglicherweise auf den im Vergleich zu CYP 3A4 ge-
ringeren Gehalt dieser Isoenzyme in der menschlichen Leber zurtickzufuhren.

Bei Inkubationen mit rekombinantem CYP 1B1 dominiert ein polarer Peak A, und
gleichzeitig werden erhthte Raten an wasserldslichen Metaboliten generiert. Dies
steht in Einklang mit Beobachtungen, daf3 ausschlie3lich V79-Zellen, die CYP 1B1
exprimieren, 1,2,3,4-Tetraole als Hydrolyseprodukte der 3,4-Dihydrodiol-1,2-epoxide
bilden. Weitere Hinweise zur Beteiligung von CYP 1B1 am B[c]PH-Metabolismus in
MCF-7 Zellen wurden von Einolf et al., 1997 erhalten. Eine Induktion von CYP 1B1
in MCF-7 Zellen fuhrte zu einer verstarkten B[c]PH-DNA-Adduktbildung.

4.1.3.5 B[c]PH-Metabolismus in humanen Lungenmikrosomen

Neben dem Metabolismus von B[c]PH in humanem Lebergewebe wurde auch der
Metabolismus in humanem Lungengewebe untersucht. Die Lunge stellt ein relevan-
tes Zielgewebe fur PAK dar. Die Exposition erfolgt v.a. Uber Tabakrauch, der zahl-
reiche PAK, unter anderem B|[c]PH enthalt (Snook et al,1977), und Gber PAK-haltige
Aerosole aus der Umgebungsluft.

Nur eine von insgesamt 11 zur Verfigung stehenden Mikrosomenproben zeigte
metabolische Aktivitat bei der Inkubation mit B[c]PH. Im Gegensatz zu den Lebermi-
krosomen wurden hauptsachlich B[c]PH-5,6-DH (3.0 pmol/mg Protein x min) als

Hauptmetabolit, und B[c]PH-3,4-DH (1,5 pmol/mg Protein x min) als Nebenmetabolit
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gebildet. Auch Spuren eines unbekannten Metaboliten ,A* wurden identifiziert. Da-

riberhinaus konnten keine weiteren Metaboliten beobachtet werden (Abb.4.10).

Humanlunge B[c]PH

10 20 30 40 50 60  [min]

Abb. 4.10 B|[c]PH-Metabolitenbildung in der aktiven humanen Lungen-
mikrosomenprobe;
Inkubationsbedingungen: *H-B[c]PH: 5uM; Mikrosomen: 0,5 mg Protein/ml; Inkubati-

onszeit 60: min

Die Bildungsraten fur B[c]PH-3,4-DH in der aktiven Probe lag um den Faktor 10
niedriger als der Wert, der durchschnittlich fir Lebermikrosomen-Inkubationen beo-
bachtet wird. Um zu klaren, inwieweit CYP 1A1l, die dominierende Isoform in huma-
nem Lungengewebe (Shimada et al. 1992), an der Aktivierung von B[c]PH beteiligt
ist, wurde die Inkubation der aktiven Lungenmikrosomenprobe unter Zusatz des
CYP 1A1/1A2 Inhibitors a-NF durchgefuhrt. Der Metabolismus wurde schon bei ei-
ner sehr geringen Inhibitorkonzentration von 1 pM a-NF vollstandig gehemmt. Die-
ses Ergebnis deutet auf eine Beteiligung von CYP 1Al an der Aktivierung von
B[c]PH in humaner Lunge hin. Zudem ist CYP 1Al in humaner Lunge durch PAK
induzierbar. Die Beteiligung von CYP 1A1 an der Aktivierung in humanem Lungen-
gewebe ist fir andere PAK wie 5-Methylchrysen und Chrysen bereits belegt (Kohl et
al., 1996; 1) 2)). V79-Zellen, die CYP 1Al exprimieren zeigen effektive Bildung so-
wohl von B[c]PH-3,4- als auch von BJ[c]PH-5,6-DH als Hauptmetaboliten (Seidel et
al., 1998), was mit den Verhaltnissen in der aktiven humanen Lungenprobe korre-

liert.
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Weitere Hinweise auf die Beteiligung von CYP 1Al an der B[c]PH-Aktivierung in
humanen Mammacarcinomzellen (MCF-7) wurden von Einolf et al., (1997) erhalten.
Nach Induktion des Enzyms wurde verstarkte B[c]PH-DNA-Adduktbildung beobach-
tet.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse deutliche Unterschiede im BJ[c]PH-
Metabolitenprofil zwischen menschlicher Leber und Lunge. B[c]PH ist ein gutes
Substrat fir Humanlebermikrosomen und wird dort hauptséchlich zu B[c]PH-3,4-DH
umgesetzt. Humane Lungenmikrosomen besitzen hingegen nur sehr geringe Aktivi-
tat beim B[c]PH-Metabolismus. Aktive Proben generieren B[c]PH-5,6-DH als Haupt-
metaboliten, jedoch auch bedeutende Anteile an B[c]PH-3,4-DH werden gebildet.
Dies ahnelt dem Metabolitenprofil in Ratten- und Schweinelebermikrosomen uber-

ein.

4.2 Genotoxizitdt und Mutagenitat von PAK-Dihydrodiolen

nach Aktivierung mit humanen CYP 450-Isoenzymen

Weiterhin wurde geprift, inwieweit B[c]PH-Dihydrodiole durch humane CYP 450-
Enzyme zu genotoxischen und mutagenen Verbindungen aktiviert werden, und damit
auch der zweite Aktivierungsschritt vollzogen wird. Hierzu wurde die Fahigkeit der
Verbindungen zur Induktion der SOS-Antwort in S. typhimurium TA 1535 pSK 1002
untersucht. Die Verbindungen wurden dabei extern durch humane Lebermikrosomen
aktiviert. Weiterhin sollte die Fahigkeit der Verbindungen zur Induktion von HPRT-
Mutationen in Saugerzellen (V79) untersucht werden, die humane CYP 450-

Isoenzyme exprimieren.
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4.2.1 Bestimmung der Genotoxizitdt durch Induktion der SOS-
Reparaturenzymkaskade in S. typh TA 1535 pSK 1002

4.2.1.1 Optimierung der umu-Testbedingungen

Der umu-Test nach Shimada et al., (1994 3)) wurde modifiziert und optimiert. Der
Inkubationsansatz wurde von 1 ml auf 1,5 ml erhéht und dadurch eine Vierfachbe-
stimmung der b-Galaktosidase-Aktivitat ermdglicht.

Die Methode wurde zunachst durch Modellversuche mit B[a]P-7,8-DH und 2-Amino-
anthracen, deren Aktivitat im umu-Test bereits bekannt war, etabliert. Der Test wur-
de fir jede Mikrosomenkonzentration als Doppelbestimmung durchgefuhrt.

Um kritische Arbeitsschritte zu optimieren wurde zunadchst das Substrat O-Nitro-
phenyl-$-D-Galactopyranosid (O-NPG) direkt mit $-Galaktosidase unter Testbedin-
gungen umgesetzt. Weiterhin wurde der Einflul3 einer Ultraschallbehandlung der
Bakterien vor der Umsetzung von O-NPG untersucht. Die ultraschallbehandelten
Proben fuhrten gegentuber einer unbehandelten Probe zu keiner Verbesserung der
Reproduzierbarkeit.

Hierbei wurde eine lineare Beziehung zwischen der eingesetzten Enzymmenge und
der Konzentration an Phenolat-lonen bis ca. 1,4 Extinktionseinheiten festgestellt,
wobei die Standardabweichung der Einzelwerte nur sehr gering ausfiel (<5%).

Der Beitrag des reinen aktivierenden Systems (bestehend aus NADP, Glucose-6-
Phosphat und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase auf die Induktion der SOS-

Antwort erwies sich als vernachlassigbar.

4.2.1.2 Aktivierung von PAH-Dihydrodiolen mit Humanlebermikrosomen

Im Vordergrund der Untersuchungen standen die Verbindungen B[c]PH-3,4-DH und
B[c]PH-5,6-DH, welche beim B[c]PH-Metabolismus in humanen Leber- und Lungen-
mikrosomen gebildet werden (vgl. 4.1.4). Um Aussagen uber ihr mdgliches mutage-
nes Potential beim Menschen machen zu kénnen, wurden die beiden Verbindungen

im Vergleich zu der Fjord Region-Verbindung Dibenzo[a,l]pyren-11,12-DH (DB[a,l]P-
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11,12-DH) zun&chst auf ihr genotoxisches Potential bei Inkubation mit menschlichen
Lebermikrosomen geprift. DB[a,l]P-11,12-DH ist das proximale Kanzerogen der
Fjord-Region-Verbindung DBJ[a,l]P. Als Bezug diente Benzo[a]pyren-7,8-DH (B[a]P-
7,8-DH), das Prakanzerogen von B[a]P, dessen genotoxische und mutagene Wir-
kung eindeutig belegt ist. Weiterhin wurden vergleichend das genotoxische Potential
von Benzo[j]fluoranthen-9,10-DH (B[j]JF-9,19-DH) und Fluoranthen-2,3-DH (FLU-2,3-
DH) untersucht. Beide Verbindungen sind Vorlaufer von im Nager kanzerogenen
Dihydrodiolepoxiden.

Zur Aktivierung wurde derselbe Satz Humanleber-Mikrosomen verwendet, der auch

bei der Aufklarung des B[c]PH-Metabolismus verwendet wurde.

Folgende Inkubationsbedingungen wurden gewahlt, sofern nicht anders angeqgeben:

Aus Voruntersuchungen wurde eine optimale Substratkonzentration von 50uM er-
mittelt.

Mikrosomen: 0,01-0,1 mg Protein/ml

Inkubationszeit: 2h

Signifikanzgrenze: 150% der Kontrolle (Shimada et al., 1994 3))

4.2.1.2.1 Benzo[a]pyren-7,8-Dihydrodiol

Als Positivkontrolle und als VergleichsgroRe wurde das gut untersuchte 7,8-DH der
kanzerogenen Leitsubstanz B[a]P gewahlt. In einer Reihe von friheren Arbeiten
wurde gezeigt, dald die Verbindung in ahnlichen Systemen aktiv ist, die auch in die-
ser Arbeit benutzt wurden (Shimada et al., 1989; 1994 1),2); Mc Manus et al., 1990;
Brian et.al., 1990, Roberts-Thomson et al. 1993).

B[a]P-7,8-DH induzierte umu-Aktivitat in Abhangigkeit von der fir die Aktivierung
eingesetzten Menge an mikrosomalem Protein (Abb.4.11). Eine signifikante Aktivitat
(150% der Kontrolle) konnte bereits bei einer Mikrosomenkonzentration von 0,01 mg

Protein/ml festgestellt werden.
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Abb.4.11 Induktion von umu-Aktivitat in S. typh. TA 1535 pSK 1002 durch B[a]P-7,8-
DH (50uM) nach Aktivierung mit humanen Lebermikrosomen
HL 110: Humanlebermikrosomenprobe mit hohem Gehalt an CYP 3A4

0: Kontrollinkubation mit gekochten Mikrosomen

4.2.1.2.2 Benzo[c]phenanthren-3,4-Dihydrodiol und Benzo[c]phenan-
thren-5,6-Dihydrodiol

B[c]PH-3,4-DH zeigte im umu-Test ein genotoxisches Potential vergleichbar mit dem
von B[a]P-7,8-DH. Die durch B[c]PH-3,4-DH induzierte umu-Aktivitat zeigte einen
linearen Anstieg bis zu einer Mikrosomenkonzentration von 0,025mg/ml (Abb. 4.12).
Fur die Testung der tbrigen Mikrosomen wurden die Mikrosomenmengen auf 0,01
mg Protein/ml standardisiert. Alle 18 mit B[c]PH inkubierten Lebermikrosomen-
proben induzierten umu-Aktivitat (17-104 umu-units/mg Protein x min) (Tab. 4.17).
B[c]PH-5,6-DH wurde in 6 Mikrosomenproben getestet. Es besal’ niedrige, ab einer
Proteinkonzentration von 0,05 mg/ml Protein signifikante genotoxische Aktivitat in
CYP 3A4-reichen Proben (Abb. 4.12).
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Abb. 4.12 Induktion von umu-Aktivitat In S.typh TA 1535 pSK 1002 durch B[c]PH-
Dihydrodiole (50uM) nach Aktivierung durch Humanlebermikrosomen

HL 107; HL 108: Humanleberproben mit niedrigem Gehalt an CYP 3A4

HL 110: Humanleberproben mit hohem Gehalt an CYP 3A4

0: gekochte Mikrosomen

Ahnliche Aktivitatsunterschiede zwischen B[c]PH-3,4-DH und B[c]PH-5,6-DH wurden
auch in anderen Systemen beobachtet. B[c]PH-3,4-DH erwies sich als mutagen in S.
typh. TA 100 und TA 98 nach externer Aktivierung mit aroclorinduzierten Rattenle-
bermikrosomen, wéhrend B[c]PH-5,6-DH nur sehr schwache Aktivitat zeigte (Wood
et al., 1980).
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4.2.1.2.3 Dibenzo[a,l]pyren-11,12-Dihydrodiol

DBJ[a,l]P-11,12-DH induzierte die htchste Aktivitdt unter den getesteten Verbindun-
gen. Die Induktion der umu-Aktivitat wies einen linearen Verlauf bis zu einer Mikro-
somenkonzentration von 0,025 mg Protein/ml auf (Abb. 4.13). Um die Vergleichbar-
keit der Daten mit den fur B[c]PH-3,4-DH ermittelten Ergebnissen zu gewahrleisten,
wurde fur die Testung der tbrigen Mikrosomenproben die eingesetzte Mikrosomen-
menge auf 0,01 mg/ml standardisiert. In 14 von 18 Leberproben war die umu-
Aktivitat héher als fir B[c]PH-3,4-DH gemessen (Tab. 4.18). Die hohe Aktivitat der
Verbindung deckt sich mit in vivo und in vitro-Daten, die die hohe biologische Aktivi-

tat von DBJ[a,l]P-11,12-DH auch in Nagersystemen belegen (Cavalieri et al., 1991).

1000
_ DBl[a,]]P-11,12-DH _
B BO0 oot o e I R
2 —
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=
E 400 osfiemmr
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Abb. 4.13 Induktion von umu-Aktivitat In S.typh TA 1535 pSK 1002 durch DBJa,l]P-
11,12-DH nach Aktivierung durch Humanlebermikrosomen

HL 107: Humanleberprobe mit niedrigem Gehalt an CYP 3A4

HL 110: Humanleberprobe mit hohem Gehalt an CYP 3A4

0: gekochte Mikrosomen
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Tab. 4.17 Induktion der umu-Aktivitat in Salmonella typhimurium TA 1535 pSK 1002
durch B[c]PH-3,4-DH und DB[a,l]P-11,12-DH. Die Aktivierung erfolgte mit humanen
Lebermikrosomen unter Standardbedingungen (0,01mg/ml mikrosomales Protein).
Die Berechnung umu-Aktivitat erfolgte unter Einbeziehung der Kontrollinkubation

(gekochte Mikrosomen).

PAK-Dihydrodiol
B[c]PH-3,4-DH DB[a,|]P-11,12-DH
Humanleberprobe umu-Aktivitat [umu-units/mg Protein x min]
39 53 38
98 41 35
100 24 24
107 64 53
108 45 69
109 33 38
110 104 132
112 31 50
115 69 124
116 41 53
118 23 18
123 38 50
126 31 33
129 43 48
130 17 55
132 28 50
133 53 60
134 66 84
Mittelwert 45121 56+30
Bereich 17-104 18-132

4.2.1.2.4 Fluoranthen-2,3-Dihydrodiol und Benzo[j]fluoranthen-9,10-Dihydrodiol

Beide Verbindungen wurden mit mehreren Humanlebermikrosomenproben getestet.

FLU-2,3-DH konnte mit allen Humanleberproben selbst bei hohen Mikrosomenkon-
zentrationen keine signifikante umu-Aktivitat induzieren (< 7 umu-units/mg protein x
min). BJ[j]JF-2,3-DH induzierte erst bei hohen Mikrosomenkonzentrationen (0,1 mg
Protein/ml) mit CYP 3A4-reichen Proben schwache Aktivitdt (17 umu-units/mg pro-

tein x min). Somit konnte die in Nagersystemen nachgewiesene deutliche biologi-
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sche Aktivitdt der Verbindung fur Systeme (Hecht et al., 1996) mit humanen CYP

450-Enzymen nicht nachvollzogen werden.

4.2.1.3 Beteiligung von CYP 450-lsoenzymen an der Aktivierung von
B[c]PH-3,4-DH und DBJ[a,l]P-11,12-DH

4.2.1.3.1 Korrelation der induzierten umu-Aktivitadten mit CYP 450-spezifischen

Aktivitaten

Die CYP 450-Isoenzymaktivitdten der 18 Lebermikrosomen (Tab. 4.13) wurden mit
den induzierten umu-Aktivitaten (Tab. 4.16) korreliert. Die Spearman-

Korrelationsdaten sind in Tabelle 4.18 zusammengefal3t.

Tab. 4.18 Korrelationskoeffizienten [r] und p-Werte zwischen CYP 450-

Markeraktivitaten und umu-Aktivitat

EROD MP BUF Cz NFC COUM
1A1/1A2 | 2C19 2D6 2E1 3A4 2A6

B[c]PH-3,4-DH [0,5046 a)| 0,3686 | 0,0877 | -0,0186 | 0,8229 b) | 0,4853

DBl[a,l]P-11,12-DH|0,5416 a)| 0,3681 | 0,0403 | 0,1484 | 0,5460 a) | 0,2149

Fettdruck: signifikante Korrelationen
a) p<0,05
b) p<0,001

Die Ergebnisse zeigen, daf3 die durch B[c]PH-3,4-DH induzierten umu-Aktivitaten
gut mit der CYP 3A4-Aktivitat der Mikrosomen korrelieren. Eine schwéachere jedoch
noch signifikante Korrelation ergab sich mit der CYP 1A2-Aktivitat der Mikrosomen.
DBJa,l]P-11,12-DH zeigt gleichfalls eine gute Korrelation sowohl mit der CYP 3A4 als
auch mit der CYP 1A2-Aktivitat der Mikrosomen. Die Daten belegen die Bedeutung
von CYP 3A4, der wichtigsten CYP-Isoform in der menschlichen Leber, fir die Akti-

vierung der getesteten Fjord-Region-Dihydrodiole.
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4.2.1.3.2 Inhibitorstudien

Zur Untermauerung der Korrelationsstudien, wurden Inkubationen in Anwesenheit
des CYP 3A4-spezifischen Inhibitors Troleandomycin und vergleichend mit dem
CYP 1A1/1A2 Inhibitor a-Naphthoflavon (a-NF) durchgefuhrt.

Die inhibierende Wirkung von a-NF auf CYP 1A2 wurde durch Inkubationen mit
2-Aminoanthracen, einem guten Substrat fir CYP 1A2 (Shimada et al., 1994 1),2)),
Uberprift. Inkubationen in Gegenwart von 10 pM a-Naphthoflavon inhibierten nahe-
zu 60% der durch 2-Aminoanthracen vermittelten umu-Aktivitat in den getesteten
Mikrosomenproben.

Die Aktivierung von DB[a,l]P-11,12-DH und B[c]PH-3,4-DH wurde dosisabhéngig
durch den CYP 3A4-Inhibitor Troleandomycin gehemmt (Abb. 4.14).
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Abb. 4.14 Wirkung des CYP 3A4-Inhibitors Troleandomycin auf die Induktion der
umu-Aktivitat durch B[c]PH-3,4-DH und DBJa,l]P-11,12-DH nach Aktivierung mit CYP

3A4-reichen Humanlebermikrosomen

Im Gegensatz dazu fuhrten Inkubationen in Gegenwart von a-NF zu einer 3-fachen
Verstarkung der umu-Antwort (Abb.4.15).

Die Beobachtungen stehen in Einklang mit Daten aus der B[c]PH-
Metabolismusstudie. In humanen Lebermikrosomen wurde in der Gegenwart von
a-NF die CYP 3A4-abhéngige Bildung von B[c]PH-5,6-Dihydrodiol 2-3-fach ver-
starkt. Dieses Phadnomen ist fir CYP 3A4-abhangige Metabolismusreaktionen gut

dokumentiert. So wurde die verstarkende Wirkung von a-Naphthoflavon auf CYP
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3A4-vermittelte Reaktionen bereits in friheren Studien bei der 8,9-exo-Epoxidierung
von Aflatoxin B; und der Aktivierung von B[a]P-7,8-DH beobachtet (Shimada et al.,
1989; Ueng et al., 1995).

Die Ergebnisse unterstiitzen die Korrelationsdaten, die eine dominierende Rolle von
CYP 3A4 bei der Aktivierung der Fjord-Region Dihydrodiole aufzeigen (Abb.4.19).

450
400 +
350 +
300 +

a-NF-25uM
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150 +

100 T
50 T
0 }

Kontrolle B[c]PH- DB[a,l]P-
3,4-DH 11,12-DH

%-umu-Aktivitat

Abb. 4.15: Wirkung von a-NF auf die Induktion der umu-Aktivitat durch B[c]PH-3,4-
DH und DBJa,l]P-11,12-DH nach Aktivierung mit CYP 3A4-reichen Humanlebermi-

krosomen

4.2.1.3.3 PAK-Dihydrodiol-Aktivierung durch rekombinante humane CYP 450-

Isoformen.

Die Aktivierung von B[c]PH-3,4-DH und B[c]PH-5,6-DH wurde erganzend mit rekom-
binantem CYP 3A4 und CYP 1A2 untersucht, den beiden in der Humanleber bei der
Aktivierung der B[c]PH-Dihydrodiole beteiligten Isoenzymen sowie dem extrahepati-
schen CYP 1B1 (Abb, 4.16).

Mit B[c]PH-3,4-DH induzierte CYP 1B1 die hochste umu-Aktivitat. Diese war um den
Faktor 2 groR3er als jene, die fur CYP 3A4 und 1A2 beobachtet wurde, die beide eine
vergleichbare Aktivitdt besal3en. Frihere Studien belegen die Bedeutung von CYP
1B1 fur die PAK-Aktivierung (Shimada et al., 1997).

B[c]PH-5,6-DH wurde durch CYP 1A2 und CYP 3A4 aktiviert. Beide rekombinanten
CYP-Isoformen aktivierten B[c]PH-5,6-Dihydrodiol wesentlich effizienter als die ge-

testeten Humanlebermikrosomen. Rekombinantes CYP 3A4 induzierte bei 25 pmol
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Enzym/ml mit 298 umu-units/ml um den Faktor 1,5 mehr umu-Aktivitat als CYP 1A2

mit 182 umu-units/ml.
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Abb.4.16 Induktion von umu-Aktivitat in S. typh TA 1535 pSK 1002 nach Aktivierung
mit rekombinanten humanen CYP 450-Enzymen; Kontrollinkubation mit gekochten

Mikrosomen: 83-110 umu-units/ml

In einer Studie von Shimada et al., (1997) wurde die Induktion der SOS-Antwort in S.
typh. TA 1535 pSK 1002 durch Aktivierung von B[c]PH-3,4-DH mit rekombinanten
CYP 1B1 und 1A2 bestimmt. In dieser Studie wurden die CYP-Isoenzyme aus den
exprimierenden Organismen isoliert, aufgereinigt und zum mikrosomalen Enzymsy-
stem rekonstituiert. Im Gegensatz zu den hier vorgestellten Daten wurde im rekon-
stituierten CYP 1A2-System keine Aktivierung des B|[c]PH-3,4-Dihydrodiols festge-
stellt. Eine Erklarung hierfir kann in Unterschieden zwischen bakteriellen Membra-
nen und rekonstituierten Enzymsystemen liegen. Auch die unterschiedlichen Sub-

strat- und Enzymkonzentrationen kdnnen hierzu beitragen.

4.2.1.3.4 Zusammenfassende Betrachtung von Korrelationsstudien, Inhibitor-

studien und Inkubationen mit rekombinanten humanen CYP 450-Isoenzymen

Korrelations- und Inhibitorstudien identifizierten CYP 3A4 als hauptverantwortlich fir
die Aktivierung von B[c]PH-3,4-DH und DBJ[a,l]P-11,12-DH in der menschlichen Le-
ber. Korrelationsstudien weisen weiterhin auf eine Bedeutung von CYP 1A2 hin. Die

Ergebnisse wurden unterstitzt durch Inkubationen mit rekombinantem CYP 1A2 und
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3A4. Zusatzlich wurden B[c]PH-3,4-DH und auch B[c]PH-5,6-DH mit rekombinanten
CYP-Isoenzymen inkubiert.

Mit beiden Dihydrodiolen konnte durch CYP 3A4 starkere Genotoxizitat induziert
werden als durch CYP 1A2. Fiur das B[c]PH-3,4-Dihydrodiol bestéatigen sich somit
die mit Humanlebermikrosomen ermittelten Daten. Fur B[c]PH-5,6-Dihydrodiol wur-
den Hinweise auf die Beteiligung dieser beiden Enzyme an der Aktivierung erhalten.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dal? CYP 1B1 B[c]PH-3,4-DH effektiv zu aktivie-
ren vermag.

Die Bedeutung der identifizierten Isoenzyme fir den PAK-Metabolismus ist auch fur
die Aktivierung anderer PAK-Dihydrodiole belegt (Tab. 4.19).

Tab. 4.19 Aktivierung von PAK-Dihydrodiolen durch humane CYP 450-Enzyme im

umu-Test
PAK-DH aktivierendes System beteligte Referenz
CYP 450-
Enzyme
B[a]P-7,8-DH rekombinante CYP 450 3A4 Shimada et al., 1989
rekombinante CYP 450 1B1 Shimada et al., 1996
7,12-DiMe- B[a]A-]| rekombinante CYP 450,oder 3A4 Shimada et al., 1989
3,4-DH" Humanlebermikrosomen
B[b]F-9,10-DH? | rekombinante CYP 450 oder 3A4 Shimada et al., 1989
Humanlebermikrosomen
rekombinante CYP 450 1A1 Shimada et al., 1996 1)
B[c]PH-3,4-DH rekombinante CYP 450 1B1 Shimada et al., 1996 1)
5-MeCHR-1,2-DH rekombinante CYP 450 1B1 Shimada et al., 1996 1)
Humanlebermikros. 3A4 Kohl et al, 1996 3).
5-MeCHR-7,8-DH Humanlebermikros. 3A4 Kohl et al., 1996 3)
DBJa,l]P-11,12-DH rekombinante CYP 450 1B1 Shimada et al., 1996 1)

Y7,12-Dimethylbenzo[a]anthracen
% B[b]F: Benzo[b]fluoranthen
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Die Ergebnisse konnten zeigen, dal3 CYP 3A4 und CYP 1A2 in Humanleber eine
wesentliche Funktion fir die Aktivierung der getesteten Fjord-Region-PAK-
Dihydrodiole spielen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3 auch extrahepatisches

CYP 1B1 eine hohe Aktivitat bei der Aktivierung des B[c]PH-3,4-Dihydrodiols besitzt.

4.2.2 Mutagenitat der PAK-Dihydrodiole: Bestimmung der HPRT-
Vorwarts-Mutationen in V79 h3A40R-Zellen

4.2.2.1 Mutagenitat

Ergadnzend zu den Daten aus den umu-Genotoxizitatstests wurde die Mutagenitat
der PAK-Dihydrodiole B[c]PH-3,4-DH, B[c]PH-5,6-DH, DBJ[a,/]P-11,12-DH und B[a]P-
7,8-DH untersucht. Als Testsystem diente die Induktion von HPRT-
Vorwartsmutationen in genetisch modifizierten V79 Zellen, die humanes CYP 3A4
zusammen mit humaner NADPH-Oxidoreduktase exprimieren, sogenannten
V79h3A40R-Zellen (Schneider et al., 1996). Als Positivkontrolle diente Aflatoxin B
ein Substrat, das CYP 3A4-abhéangig metabolisiert wird Zellen, die spezifisch CYP
3A4 exprimieren wurden gewahlt, da die vorhergehenden Untersuchungen auf eine

dominante Rolle von CYP 3A4 bei der Aktivierung der PAK-Dihydrodiole belegen.

-
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0 0,2 2 10
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Abb. 4.17 Induktion von HPRT-Mutationen in V79 h3A4 OR-Zellen durch DBJa,/|P-
11,12-DH; Inkubationszeit: 24h
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DBJ[a,l]P-11,12-DH zeigte die starkste dosisabhangige mutagene Aktivitat in Kon-
zentrationen groR3er als 0,2 uM (Abb. 4.17). 10uM DBJa,l]P-11,12-DH flhrte bereits
zu 1000 Mutationen/ 1 Mio Zellen. Die Cloning Efficiency (Uberlebende Zellen wéh-
rend der Selektion) lag generell Gber 60%, in den haufigsten Fallen bei 80%. Die

Mutationsraten wurden auf die jeweilige Cloning Efficiency bezogen.

_ 350
g 300 + |——B[a]P-7,8DH
N 250 | |- BIcIPH-3,4DH
g 200 - —— B|c]PH-5,6DH
o
© 150 +
2 100 |
o
§ 50 +

0 = ‘

0 0,1 2 10 20

Konzentration [uM]

Abb.4.18 Induktion von HPRT-Mutationen in V79 h3A4 OR-Zellen durch B[c]PH-3,4-
DH, B[c]PH-5,6-DH und B[a]P-7,8-DH; Inkubationszeit: 24h

B[c]PH-3,4-DH wies vergleichbare Aktivitat zu B[a]P-7,8-DH auf. B[c]PH-5,6-DH be-
sal’ geringe aber signifikante Aktivitat (Abb. 4.18). 4-OH B|[c]PH als weiterer huma-
ner B[c]PH-Metabolit, B[j]F-9,10-DH und FLU-2,3-DH konnten keine HPRT-
Mutationen induzieren. Die Anzahl von Mutationen in der Kontrolle lag in allen Tests
bei 10 - 15 Mutationen/10° Zellen.

Eine starke mutagene Potenz von DBJ[a,l]P-11,12-DH in V79-Zellen nach externer
Aktivierung durch humane MCF-7 Zellen wurde schon in friheren Arbeiten be-
schrieben (Ralston et al., 1997).

B[a]P-7,8-DH erwies sich bereits im V79/HPRT-Test in einer Konzentration von
35uM (MF: 1200/10° Zellen) nach externer Aktivierung durch Ratten S9-Mix als mu-
tagen (Glatt, 1993).
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4.2.2.2 Cytotoxizitat von B[c]PH-3,4-DH und DB[a,]]P-11,12-DH

Die allgemeine Cytotoxizitat der Verbindungen wurde durch Messung der Gesamt-
zellzahl im Inkubationsansatz nach der Inkubation (1.Passage) durch Zellzéhlung
bestimmt und auf die Kontrollinkubation bezogen

DBJ[a,l]P-11,12-DH wies eine starke Cytotoxizitat auf, die bei Substratkonzentratio-
nen von 20 pM zum fast vollstandigen Absterben der Zellen fuhrte, wahrend das
gleichfalls mutagene B[c]PH-3,4-DH nur eine geringe Cytotoxizitat aufwies (Abb.
4.19). Bei 10 pyM DB[a,l]P-11,12-DH Uberlebten bei einer Mutationsfrequenz von
1000 Mutationen/ 10° Zellen nur 20% der Zellen. In vivo-Daten beschreiben eben-
falls die starke cytotoxische Wirkung von DB[a,[]P-11,12-DH nach subkutaner Appli-

kation bei der Maus oder Injektion in die Brustdrise der Ratte (Cavalieri et al, 1989;

80 -

60 -

40 4

= "N
2 10 20 0,2 2 10 20

0,1
B[c]PH-3,4-DH [UM] DB[a,]]P-11,12-DH [uM]

1991).

uberlebende ZellenV[%

Abb. 4.19 Cytotoxizitat von Fjord-Region-Dihydrodiolen in V79 h3A4 OR-Zellen

Die hohe Cytotoxizitat von DBJa,l]P sowie DB[a,l]P-11,12-DH wird dafur verantwort-
lich gemacht, dal3 die Kanzerogenitat der Verbindungen geringer ist als erwartet. Die
Tumorrate in der Maus sinkt ab einer Dosis von 4 nmol im Initiations-
Promotionsmodell, wahrend jene fiur B[a]P ansteigt (Higginbotham et al., 1993). Es
wird davon ausgegangen, dafd Zellen, in denen ein genotoxischer Schaden induziert

wurde, absterben, bevor sich eine Mutation manifestieren kann.
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4.2.3 Zusammenfassende Betrachtung der umu-Genotoxizitatstests

und HPRT-Mutagenitatstests

Getestet wurden die PAK-Dihydrodiole im umu-Genotoxizitatstest mit externer Akti-
vierung durch humane Lebermikrosomen sowie im HPRT-Mutagenitatstest in V79-
Zellen, die humanes CYP 3A4 exprimieren. DBJ[a,l]P-11,12-DH erwies sich als die
aktivste Verbindung in beiden Systemen, gefolgt von B[c]PH-3,4-DH, welches ver-
gleichbare Mutagenitat mit B[a]P-7,8-DH aufwies. Die Fahigkeit der Testsubstanzen
zur Induktion von HPRT-Vorwartsmutationen in V79 h3A4 OR-Zellen korrespondiert
gut mit den im umu-Test ermittelten Daten.

Damit ist eindeutig belegt, dal? B[c]PH-3,4-DH und DBJa,l]P-11,12-DH durch humane
CYP 450 Isoenzyme zu genotoxischen und mutagenen Metaboliten aktiviert werden
kénnen.

Die Ergebnisse korrelieren mit Kanzerogenitatsstudien in Nagern. DB[a,[]P-11,12-
DH erwies sich als wesentlich kanzerogener im Vergleich zu B[a]P-7,8-DH in der
Brustdruse der Ratte sowie in der Mausehaut, ebenso wie die beiden Ausgangsver-
bindungen DBJ[a,l]P und B[a]P (Cavalieri et al., 1991). Ahnliche Verhéltnisse gelten
auch fur die DH-Epoxide der Verbindungen. In V79-Zellen erwies sich anti-DBJa,|]P-
11,12-DH-13,14-Epoxid um Faktor 40 mutagener als anti-B[c]PH-3,4-DH-1,2-Epoxid,
welches vergleichbare Aktivitat mit anti-B[a]P-7,8-DH-9,19-Epoxid aufwies (Seidel et
al., 1994).

Fur FLU-2,3-DH und B[j]JF-9,10-DH konnte sowohl nach Aktivierung mit humanen
Lebermikrosomen als auch in humanen V79 h3A4-Zellen keine biologische Aktivitat
nachgewiesen werden. Eine Aktivierung der Verbindungen durch humane CYP 450-
Enzyme scheint somit nicht stattzufinden.

Die Daten belegen eindeutig die Bedeutung des hepatischen CYP 450-Isoenzyms
3A4 sowie die geringere Bedeutung von CYP 1A2 fir die Aktivierung von B[c]PH-
3,4-DH und DBJa,l]P-11,12-DH zu genotoxischen und mutagenen Metaboliten. Auch
das extrahepatische CYP 1B1 scheint B[c]PH-3,4-DH effektiv zu aktivieren. Die mit
humanem Gewebematerial gewonnenen Daten sowie die Mutagenitatsstudien in
CYP 3A4 exprimierenden V79-Zellen stehen damit im Gegensatz zu B|[c]PH-
Metabolismusstudien in V79-Zellen, die humane CYP 450-Isoenzyme exprimieren.

Lediglich solche Zellen, die humanes CYP 1B1 exprimieren konnten B[c]PH-3,4-DH
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zu Tetraolen als Folgeprodukte der DH-Epoxide metabolisieren, wahrend in solchen,
die humanes CYP 1A2 und 3A4 exprimieren, kein Metabolismus von B[c]PH-3,4-DH
nachweisbar war (Seidel et al., 1998). Ein Grund hierfir kann in den unterschiedli-

chen Testbedingungen liegen.
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5 Zusammenfassung

Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) stellen eine Gruppe von mdg-
lichen Kanzerogenen dar, die ihre mutagene und kanzerogene Wirkung erst nach
einer zweistufigen biologischen Aktivierung zum Dihydrodiolepoxid entfalten.

Der ubiquitar in der Umwelt vorkommende PAK Benzo[c]phenanthren ist in Nagersy-
stemen in vitro und in vivo nur schwach biologisch aktiv, wahrend die korrespondie-
renden Fjord-Region-B[c]PH-3,4-Dihydrodiol-1,2-Epoxide zu den am starksten kan-
zerogenen PAK-Dihydrodiolepoxiden gehdren. Die geringe Bildung von B[c]PH-3,4-
DH als Vorstufe der B[c]PH-3,4-DH-1,2-Epoxide im Nager wird fur die geringe biolo-
gische Aktivitat von B[c]PH verantwortlich gemacht. Bisher waren nur wenige Daten
zur Beurteilung der Aktivierungskapazitat in menschlichem Gewebe verfugbar.

In dieser Studie konnte erstmals eindeutig gezeigt werden, dal3 Gewebepréparatio-
nen aus Humanleber B[c]PH effizient zu genotoxischen und mutagenen Metaboliten
aktivieren. Im Gegensatz zu Leberpréaparationen von Ratte und Schwein, in denen
mit der bevorzugten Bildung des B[c]PH-5,6-DH detoxifizierende Metabolismuswege
dominieren, wird in humanen Leberpréaparationen bevorzugt B[c]PH-3,4-DH als

Vorlauferverbindung der ultimal kanzerogenen B[c]PH-3,4-DH-1,2-Epoxide gebildet.

Von den in der menschlichen Leber vorhandenen Cytochrom P450-Enzymen erwies
sich CYP 1A2 als hauptverantwortlich fur die metabolische Aktivierung von B[c]PH.
CYP 3A4 scheint fur die Bildung von B[c]PH-5,6-DH mitverantwortlich zu sein. Beide
Isoenzyme werden in der Leber stark exprimiert und besitzen eine Schlusselfunktion
bei der PAK-Aktivierung.

Im Gegensatz zu humanen Lebermikrosomen erwiesen sich humane Lungenmikro-
somen im wesentlichen als inaktiv. Die einzige aktive humane Lungenprobe gene-
rierte neben dem Uberwiegenden Metaboliten B[c]PH-5,6-DH auch bedeutende An-
teile B[c]PH-3,4-DH. Studien mit CYP 450-Inhibitoren belegen eine Bedeutung von
CYP 1Al fur die Aktivierung in der menschlichen Lunge, welches durch Zigaretten-
rauch induzierbar ist. Auch das extrahepatisch vorkommende CYP 1B1, welches vor
allem in der Niere, dem Uterus und der Brustdriise vorkommt, metabolisierte B[c]PH
effektiv.
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Auch der zweite Schritt der Aktivierungskaskade wurde untersucht. B[c]PH-3,4-DH
konnte durch humane Lebergewebepraparationen zu genotoxischen Metaboliten
aktiviert werden. Die induzierte Genotoxizitat war vergleichbar mit der des kanzero-
genen B[a]P-7,8-DH. CYP 3A4 konnte als hauptverantwortlich fur die Aktivierung
identifiziert werden. Auch fur humanes CYP 1B1 ist B[c]PH-3,4-DH ein gutes Sub-
strat. Im Gegensatz dazu induzierte B[c]PH-5,6-DH nur geringe Genotoxizitat.

Nach Aktivierung in V79-Saugerzellen, die humanes CYP 3A4 exprimieren, wirkte
B[c]PH-3,4-DH mutagen, vergleichbar mit B[a]P-7,8-DH.

Schwache Mutagenitat konnte auch fur B[c]PH-5,6-DH nachgewiesen werden.

Zusatzlich wurden die Fjord-Region-Verbindung Dibenzo[a,l]pyren-11,12-Dihydrodiol
(DBJa,l]P-11,12-DH), Benzo[j]fluoranthen-9,10-Dihydrodiol (B[j]JF-9,10-DH), und
Fluoranthen-2,3-Dihydrodiol (FLU-2,3-DH) untersucht. DBJ[a,l]P-11,12-DH war im
Genotoxizitats- sowie Mutagenitatstest am starksten aktiv und induzierte 10-fach
mehr HPRT-Mutationen als B[c]PH-3,4-DH und B[a]P-7,8-DH. B[j]F-9,10-DH zeigte
nur im Genotoxizitatstest schwache Aktivitat, wahrend FLU-2,3-DH in beiden Syste-
men inaktiv war.

Humanes CYP 3A4 und zu geringerem Ausmald CYP 1A2 konnten als hauptverant-

wortlich fur die Aktivierung von DB[a,l]P-11,12-DH identifiziert werden.

Somit konnte diese Studie zeigen, dal’ B[c]PH durch CYP 450-Enzyme in humanem
Gewebe zu genotoxischen und mutagenen Verbindungen aktiviert werden kann. Im
Tierexperiment ermittelte Daten haben dagegen eine vorrangige Metabolisierung zu
wenig mutagenen Metaboliten ergeben. Sie korrelieren mit dem Befund des gerin-
gen kanzerogenen Potentials im Tierexperiment. Im Gegensatz dazu wird B[c]PH in
humanen Gewebepréparationen effizient zu mutagenen Endprodukten aktiviert. Die
Ergebnisse zeigen, dalR fur die Risikobewertung wesentliche Unterschiede beim
B[c]PH-Metabolismus zwischen Mensch und Nager bestehen und die Ratte im Falle
von B[c]PH kein pradiktives Modell firr die Biotransformation beim Menschen dar-
stellt.

Es konnte gezeigt werden, dal3 fur die Aktivierung von B[c]PH in menschlichem Le-

bergewebe eine Kombination des induzierbaren CYP 1A2 (1. Aktivierungsschritt)
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und des Hauptenzyms der Humanleber CYP 3A4 (2. Aktivierungsschritt) fur eine
effiziente Aktivierung verantwortlich ist.
Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dal3 B[c]PH eine Bedeutung fir die Ent-

stehung von Krebs beim Menschen besitzt.
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6.Material und Methoden

6.1 Gerate

HPLC mit Online-Radiodetektor und UV-Detektor

HPLC-Pumpe: Niederdruckgradientenpumpe L-6200A Intelligent Pump (Merck-
Hitachi)

Radioaktiv-Detektor fir die Online-Radiodetektion: Radiomatic Flo-One beta A-500
(Packard)

UV-Detektor: GAT-LCD-501 (Gamma Analysen Technik GmbH)

Injektionsschleife: Rheodyne 500l

HPLC-Trennséaulen:

Metabolismusstudie: Umkehrphase
C18-Saule: Octadecylsilan 4,6 x 250mm (Vydac)
Aufreinigung von °H B[c]PH: Normalphase
Li-Chrosorb Si 60-Saule 5uM (Merck)

Photometer:

Proteinbestimmung: UV/VIS-Photometer Uvikon 930 Spektrometer (Kontron)

CYP 450-Bestimung: UV/VIS-Spektrophotometer 1 Bio (Cary)
EROD-Assay: Fluoreszenzspektrometer RF-510 LC mit (Shimadzu)
Thermostat D3 (Haake)

Gewebe-Homogenisator (Schitt)

Zentrifugen

Ultrazentrifuge: Centricon T-2055 (Kontron)
Tischzentrifuge 5415 (Eppendorf)
pH-Meter 521 (WTW)

Vortex-Genie (Bender und Hobein)
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Wasserbad (Julabo)

Thermomixer (Eppendorf)

Zellkultur

Brutschrank: Cytoperm (Heraeus)
Sterilbank: LaminAir HLB BS (Heraeus)
Auflichtmikroskop: (Zeiss)
Wasserbad: (Julabo)
Zentrifuge: Minifuge (Heraeus)

Neubauerzahlkammer

Biofreezer: Herafreeze (Heraeus)

6.2 Verbrauchsmaterial

Kulturflaschen mit Kontaminationsschutz 75 cm® (Greiner)
Kryordhrchen, steril 2,2 ml (Nunc)
Petrischalen Polystyrol, steril (Sarstedt, Nunc)
Sterilfilter 0,2 uM (Sartorius)

6.3 Chemikalien

6.3.1 Testsubstanzen

[G-°H]-Benzo[c]phenanthren hergestellt durch katalytischen Tritiumaustausch (0,1
Ci/mmol) (Amersham); aufgereinigt durch Normalphasen-HPLC (wie unter 5.6.1.1

beschrieben)
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Die folgenden Verbindungen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. S. Amin; Ame-

rican Health Foundation, Valhalla NY, USA zur Verfiigung gestellt:

-B[c]PH
-B[¢]PH-3,4-DH
-B[¢]PH-5,6-DH
-1-OH B[c]PH
-2-OH B[c]PH
-3-OH B[c]PH
-4-OH B[c]PH
-5-OH B[c]PH
-DB[a,/|P-11,12-DH
-B[j]F-9,10-DH
-FLU-2,3-DH
-B[4]P-7,8-DH

6.3.2 sonstige Chemikalien

a-Naphthoflavon

7-Ethoxy-3H-phenoxazin-3-on (Ethoxyresorufin)
7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-on (Resorufin)
Glucose-6-phosphat
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
Kohlenmonoxid

NADH

NADP

Natriumdithionit

Troleandomycin

6.3.3 Scintillationscocktail

3-Counter
HPLC online-Radiodetektion:

(Sigma)
(Aldrich)
(Aldrich)
(Boehringer Mannheim; Sigma)

(Boehringer Mannheim; Sigma)

(Boehringer)

(Boehringer Mannheim; Sigma)
(Merck)

(Sigma)

Ready Safe (Beckmann)
Ultima Flo ™M (Packard)
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6.3.4 Zell- und Bakterienkultur

Bacto-Trypton (Casein Hydrolysat) (Gibco)
Bacto-yeast-extract (Gibco)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco)
Fotales Kalberserum (Gibco)
Geneticinsulfat (Gibco)
L-Glutamin, 15 mg/lI Phenolrot, ohne Pyruvat (Gibco)
Natriumpyruvat (Gibco)
Penicillin-Streptomycin-Losung 10000 U Penicillin/l; 10000 pg Streptomycin/l (Gibco)
Trypsin (Serva)
Trypanblau (Sigma)

6.4 Mikrosomen

6.4.1 Humane Leber- und Lungenproben

Die humanen Gewebeproben wurden tber den Tennessee Donor Service (Nashville
Tennessee) bezogen und von Herrn F.P. Guengerich, Nashville, Tennessee zur
Verfugung gestellt. 75% der Organspender waren ménnlichen Geschlechts, Unfélle

die Haupttodesursache der Spender.

6.4.1.1 Herstellung der humanen Leber- und Lungenmikrosomen

Die Herstellung der humanen Leber- und Lungenmikrosomen erfolgte durch Herrn
Dr. Werner Kohl (Arbeitsgruppe Dr. S.S. Hecht American Health Foundation, Val-
halla, New York).
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6.4.2 Tierische Lebermikrosomen

6.4.2.1 Herstellung von Schweineleber- und Rinderlebermikrosomen

Mic I-Puffer pH 7,5: 0,25M Saccharose
0,5mM EDTA
0,02M Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Mic lI-Puffer pH 7,6 0,15M Kaliumchlorid
0,05M Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Alle Arbeitsschritte erfolgen unter Eiskiihlung!

a) Gewinnung von Lebergewebe
Schweineleber bzw. Rinderleber wurde schlachtwarm vom 6rtlichen Schlachthof be-
zogen. Von jeweils 6 Tieren wurden Leberstiicke von ca. 10g entnommen und sofort

mit eiskekihltem Mic I-Puffer Gberschichtet.

b) Homogenisierung

Gleiche Anteile der 6 Leberproben wurden vereint und die 1,5-fache Gewichtsmenge
an eisgekuhltem Micl-Puffer zugegeben. Mit einer Schere wurden die Leberstiicke in
maoglichst kleine Teile zerschnitten und jeweils ca. 50 ml im Zellhomogenisator drei-

mal gepottert und das Homogenat in einem Becherglas gesammelt.

c) Fraktionierte Zentrifugation

Die einzelnen Zentrifugationsschritte wurden bei 2°C durchgefihrt

1. Zentrifugation: Erhalt der S-9 Fraktion durch Abtrennung von Gewebe-

resten, Zellkernen und Mitochondrien
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Programm: 10 Minuten 100 x g
10 Minuten 300 x g
10 Minuten 9000 x g

Die als Uberstand erhaltene S-9 Fraktion wird abdekantiert und gesammelt.

2. Zentrifugation: Abtrennung der Mikrosomenfraktion

Der S-9 Mix wurde 1h bei 100000 x g zentrifugiert. Vom Uberstand wird die Fett-
schicht vorsichtig mittels einer Glaskapillare und Wasserstrahlvakuum abgesaugt.
Das Cytosol wird abdekantiert. Das Pellet, das die Mikrosomen enthalt wird mit MIC
I-Puffer Gberschichtet und durch vorsichtiges Schutteln resuspendiert und so vom
Glykogen abgetrennt, das als glasiger Fleck im Zentrifugenglas zuriickbleibt. Die

Suspension wird anschliel3end mit dem Handpotter homogenisiert.

3.Zentrifugation: Reinigung der Mikrosomenfraktion

Die Mikrosomensuspension wird unter gleichen Bedingungen wie bei Schritt 2 zen-
trifugiert, der Uberstand wird verworfen und das Pellet in Mic II-Puffer resuspendiert
(0,5 ml Puffer pro eingesetztes g Leber). Nach erneutem Homogenisieren mit dem
Handpotter werden die Microsomen in Epicaps zu 0,5ml Aliquoten abgefllt und bei -

80°C im Biofreezer eingefroren.

6.4.2.2 Herstellung von Rattenlebermikrosomen

Die Herstellung der Rattenlebermikrosomen erfolgte durch Frau Maria Lorez und

Frau Anja Friedel

Aroclorinduction und Phenobarbitalinduktion der Ratten

a) Aroclorinduktion
Mannlichen Wistarratten wurde einmalig 20mg Aroclor in 250ul Sesamdl pro 100g
Korpergewicht i.p. injiziert, die Tiere nach 4 Tagen get6tet und die Leber entnom-

men.
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b) Phenobarbitalinduktion
Méannliche Wistarratten erhielten phenobarbitalhaltiges Trinkwasser (1g Phenobar-
bital/Liter Leitungswasser). Die Trinkmenge betrug ca 100 ml/Tier in 5 Tagen. Nach

funf Tagen wurden die Tiere getdtet und die Leber entnommen.

c) Préaparation der Mikrosomen
Die Herstellung der Mikrosomen erfolgte wie unter 6.4.2.1 beschrieben. Die Re-
suspendierung des Mikrosomenpellets erfolgte in einer Mic lI-Puffermenge von

1ml/g eingesetzter Leber.

6.4.3 Bestimmung des Proteingehaltes in Lebermikrosomen

Der Proteingehalt der Mikrosomensuspension wird mit Hilfe des BCA Protein Assay
(Pierce) durchgefuhrt. Die Methode wurde fir die Proteinbestimmung in Mikrosomen
empfohlen (Guengerich, 1989). Bei der stattfindenden Biuret-Reaktion reduzieren
Proteine in alkalischer Loésung Cu®*-lonen zu Cu’ lonen, die mit 2 Molekiilen Bici-
choninsdure ein purpurfarbenes Reaktionsprodukt bilden, welches eine starke Ab-
sorption bei 562 nm zeigt. Eine Eichkurve wurde mit Hilfe verschiedener Verdin-
nungen einer Albumin-Standardlésung erstellt. Die Durchfihrung des Tests erfolgt

nach der Standardvorschrift des Herstellers.

6.4.4 Quantitative Bestimmung des CYP 450 und Cytochrom bs-

Gehaltes

Mic lI-Puffer (siehe 5.4.2.1)

Die quantitative Bestimmung der CYP 450 und Cytochrom bs-Gehalte in den tieri-
schen Lebermikrosomen erfolgt differenzspektrometrisch nach einem von Omura
und Sato (1964) entwickelten Verfahren (Schoene et al, 1972).
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Cytochrom bs-Bestimmung

Die Lebermikrosomen werden mit Mic lI-Puffer auf einen Proteingehalt von 1 mg/ml
verdunnt. Von der Verdinnung werden jeweils 2,5 ml in zwei Photometer-
Quarzkuvetten gefullt und diese in den beiden Strahlengdngen des Photometers
platziert. Nach Aufnahme der Grundlinie wird in der ersten Kuvette das vorhandene
Cytochrom bs reduziert und ein Differenzspektrum im Bereich von 390-500 nm auf-

genommen. Das Spektrum zeigt ein scharfes Signal bei 424 nm.

CYP 450-Bestimmung

Die Reduktion des Cytochrom P450 durch NADH erfolgt im Gegensatz zu Cytoch-
rom bs nur sehr langsam. Zudem bindet Cytochrom bs kein Kohlenmonoxid. Daher
kann noch in der gleichen Probenlésung durch Zugabe weniger Kérnchen Natrium-
dithionit in beide Kivetten und Einleiten von CO (1min) in die Probenkivette der
Gehalt an Cytochrom P450 bestimmt werden.Das Spektrum im Bereich von 390-500
nm weist einen grof3en Peak bei 450 nm, eine Schulter bei 420 nm und einen tiefen

Trog bei 410 nm auf.

Berechnung des CYP 450 und des Cytochrom bs-Gehaltes

Cytochrom bs
Aus dem Wert Eszanm-Easonm =E wird die Konzentration berechnet

c(bs) [nmol/mg] Protein = E x 9,53/Proteinkonzentration

Cytochrom P450
¢ (CYP 450) [nmol/mg Protein] = E x 10.989/Proteinkonzentration
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6.4.5 Bestimmung der CYP 450-Isoenzymaktivitaten

6.4.5.1 Bestimmung der Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD)-Aktivitat

Die Bestimmung der Ethoxyresorufin-O-deethylase Aktivitat erfolgt nach Burke et al.,
(1983) durch die kontinuierliche Messung der Fluoreszenz des Resorufins, das bei
der CYP 1A1/1A2-vermittelten Desalkylierung gebildet wird. Die MelRwerte werden
am Fluoreszenzspektrometer in Abstanden von 30 Sekunden abgelesen. Die Anga-

be der Fluoreszenzintensitaten erfolgt in Skalenteilen.
Phosphatpuffer 1M, pH 7,6:
Eine 1M Dikaliumhydrogenphosphat-L6sung wird mit einer 1M Kaliumdihydro-

genphosphatlésung auf pH 7,6 titriert.

Einstellungen des Fluoreszenzspektrometers:

Anregungswellenlange: 530 nm
Emissionswellenlange: 585 nm
Spaltbreite: jeweils 10 nm
Empfindlichkeit (Gain): 100

Durchfihrung

Der Inkubationsansatz befindet sich wahrend der gesamten Messung im Strahlen-
gang des Fluoreszenzspektrometers, dessen Kuvettenhalterung mittels Thermostat
auf 37°C temperiert ist. Die Zeitdauer der Messungen betragt 10-30 min. Zunachst
werden die leeren Kivetten auf 37°C temperiert. Anschlieend werden alle Be-
standteile des Inkubationsansatzes mit Ausnahme der NADPH-LGsung in die Ki-
vette pipettiert. Nach Durchmischung wird der Cocktail bei 37°C 1 Minute aquili-
briert, anschlieRend die Reaktion durch Zugabe der NADPH-L6sung gestartet. Am
Ende jeder Messung werden je 10upl Resorufinldsung als Kontrolle und interner
Standard zugegeben und die jeweilige Fluoreszenzzunahme gemessen.

Jede Bestimmung wurde in zwei unabh&ngigen Ansatzen durchgefuhrt.
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Schema 6.1

Pipettierschema fur den EROD-Assay (Gesamtvolumen 2ml)

200 pl 1M Phosphatpuffer
1760-1780 pl H20 bidest
0-20 pl Mikrosomensuspension
10 pl 1mM Ethoxyresorufin-Lésung in DMSO, Durchmischung

1 Minute bei 37°C aquilibrieren lassen

10 pl 50 mM NADPH-LAsung, Durchmischung

Zusatzlich zum internen Resorufin-Standard wurde eine Resorufin-Eichgerade mit
verschiedenen Resorufinkonzentrationen angefertigt, die im Bereich der bei den In-
kubationen zu erwartenden Konzentrationen lagen. Die Eichgerade wies im verwen-

deten Konzentrationsbereich einen linearen Verlauf auf.

Vorversuche wurden mit Hilfe von Schweinelebermikrosomen durchgefihrt, deren

Gesamt CYP 450-Gehalt im Bereich derer der menschlichen Mikrosomen lag.

Berechnung der EROD-AKktivitat

Dy xZ

Resorufin [pmol x mg Protein™ min™] =

yxXtxX

Dy = Fluoreszenzzunahme in der Losung

y = Steigung der Eichgeraden

Z = 0,002; Umrechnung auf absolute Menge Resorufin in 2 ml Lésung
t = Inkubationszeit [min]

X = Proteinmenge [mg]
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6.4.5.2 Bestimmung der Gbrigen CYP 450-Isoenzym-spezifischen Aktivita-

ten

Die Charakterisierung des CYP 450-Enzymmusters mit Ausnahme der EROD-
Aktivitat erfolgte durch Guengerich et al. (1995 2)).

6.5 Rekombinante CYP 450-Isoenzyme

Rekombinante CYP 450-Enzyme wurden jeweils als Membranpraparationen der ex-
primierenden Mikroorganismen bezogen. Die Praparation erfolgte in der Arbeits-

gruppe Guengerich, 1998, die Versendung unter Trockeneiskihlung.

6.6 Metabolismus von B[c]PH

Die Vorgehensweise wurde an frihere Studien angelehnt, bei denen der Metabolis-
mus von Chrysen, 5- und 6-Methylchrysen und B[a]P bestimmt wurde (Kohl et
al,1996 1), 2); Staretz et al., 1996)

6.6.1 Charakterisierung der *H-B[c]PH-Stamml&sung

6.6.1.1 Aufreinigung der °H B[c]PH-Stammlésung

Die Analyse der unaufgereinigten-*H-B[c]PH-Stammldsung sowie die Kontrollinku-
bationen mit gekochten Schweinelebermikrosomen lieferten Peaks, die mit B[c]PH-
Hydroxyverbindungen koeluierten und somit in den Metabolismusstudien zu falsch-
positiven Ergebnissen fuhren konnten.

Die *H-B[c]PH-Stammldsung wurde daher mittels Normalphasen HPLC aufgereinigt.
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Hierzu wurde ein Gradientenprogramm zur Abtrennung von B[c]PH von den hydroxi-

lierten B[c]PH-Metaboliten entwickelt.

Schema 6.2 Gradientenprogramm zur Aufreinigung von B[c]PH mittels Normalpha-

sen-HPLC

Zeit [min] Hexan [%)] Dichlormethan[%] |Flow [ml/min]
0 100 0 0,5

25 100 0 0,5

30 100 0 1,0

90 0 100 1,0

100 100 0 0,5

Das Eluat wurde in mehreren Fraktionen gesammelt:

Elutionszeit [min] |0-4 4-5 5-8 8-10 10-14 14-68
Fraktionsnummer |1 2 3 4 5 6-13

Aliquote der einzelnen Fraktionen wurden mit der unter 5.6.2 beschriebenen Um-
kehrphasen HPLC chromatographiert. Die Fraktionen 2-10 enthielten B[c]PH, hier-
von die Fraktionen 2 und 3 den Haupanteil, in den Fraktionen 6-10 wurden neben
B[c]PH weitere Verbindungen als Verunreinigungen nachgewiesen, wahrend in den
Fraktionen 11-13 nur hydroxylierte B[c]PH-Metabolite nachgewiesen wurden. Die
reinen B[c]PH-Fraktionen 2-5 wurden vereint und die Losung im Stickstoffstrom stark
eingeengt. Anschlielend wurde die Aktivitat eines Aliquots des aufgereinigten Sub-
strats im Vergleich zu einem Aliquot unaufgereinigter Stammlésung im R3-Coun-ter
vermessen und auf die urspriingliche Aktivitat mit Toluol riickverdunnt. Die °H-
B[c]PH-Ausbeute betrug 79%.

6.6.1.2 Konzentration der *H-B[c]PH-Stamml&sung

Die Bestimmung der Konzentration der *H B[c]PH-Stammlésung erfolgte (iber eine
Eichgerade mit unmarkiertem B[c]PH mittels HPLC und UV-Detektion bei 280nm
Die Konzentration der °H B[c]PH-Stammlésung betrug 10 mM + 0,2 mM
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6.6.1.3 Spezifische Aktivitat der *H-B[c]PH-Stammlésung

Die Herstellerangaben zur spezifischen Aktivitat der *H B[c]PH-Stammlésung wur-
den Uberpruft.

Hierzu wurde die Aktivitat eines Aliquotes der Lésung im HPLC-Radiodetektor ver-
messen. Die vom Hersteller beschriebene Zahlausbeute von 38% wurde hierbei

zugrunde gelegt.

Die gemessene Aktivitat 0,09 Ci/mM bestatigt im Rahmen der Mel3ungenauigkeit die
Angaben des Herstellers.

Kennzeichnung (Amersham): 37 MBg/ml *H-B[c]PH-L6sung entspricht 0,104 Ci/mmol
°H-B[c]PH.

6.6.2 Inkubation von Mikrosomen mit *H B[c]PH

Magnesiumchlorid-L6sung 0,3M
Kaliumphosphatpuffer 0,5M pH7,4: 0,5M K;HPO,-Trihydrat mit 0,5M KH,PO, auf
pH7,4 titrieren

Die Inkubation der Mikrosomen mit *H-B[c]PH wurde in einem Gesamtvolumen von
0,5ml Kaliumphosphatpuffer (50uM) durchgefihrt. Unter identischen Bedingungen
wurde jeweils eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Ein Pipettierschema ist in

Schema 6.4 wiedergegeben.

Der Ansatz enthalt:

-*H-BJ[c]PH (5uM)

-Mikrosomensuspension 0,5mg Protein/ml

-MgCl, 3mM

-NADPH-generierendes System:
-Glucose-6-phosphat (5mM)
-Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (5mM)
-NADP (1mM)
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Schema 6.4 Pipettierschema der B[c]PH-Metabolismusstudien

Losungen Blindprobe Positivprobe
Phosphatpuffer pH7,4 50ul 50ul
bidest. Wasser Ergénzen bis 0,5ml Gesamtvolumen

Mikrosomensuspension | 7,7-61 pl (abhangig vom

Proteingehalt der Proben-

suspension) -

(2 Minuten in siedendem
Wasserbad kochen)

MgCl,-L6sung (0,3 M) 5ul 5ul
NADP-LAsung (0,05 M) 10ul 10ul
Glucose-6-phosphat 5ul 5ul
(0,5M)
Mikrosomensuspension - 7,7-61pl (abh&ngig vom

Proteigehalt der Proben-
suspension)

Glucose-6-phosphat- 5ul 5ul
Dehydrogenase-LOosung
(100 units/ml)

*H-B[c]PH-L6sung 0,5mM Sl Sl
in DMSO

Die Blindprobe enthélt die durch 2-minttiges Kochen im Phosphatpuffer inaktivierten
Mikrosomen. Die Reaktion wird durch Zugabe des Substrates (*H-B[c]PH) gestartet.
Nach dem Mischen erfolgt die Inkubation im Thermomixer Gber 20 Minuten bei 37°C
und maximaler Ruttelgeschwindigkeit. Die Reaktion wurde anschlielRend sofort
durch Zugabe von 0,5ml eisgekihltem Aceton abgestoppt. Die entstandenen Meta-
bolite sowie das verbleibende Ausgangssubstrat werden mit 3X 1ml Ethylacetat ex-
trahiert, wobei das geféllte Protein entfernt wurde. Das Ldsungsmittel der vereinten

organischen Phasen wurde im Stickstoffstrom entfernt.

6.6.3 Analyse der Metaboliten

Der nach 5.6.2 durch Ethylacetatextraktion erhaltene Riickstand, der die *H-mar-
kierten Metabolite enthalt, wird zunachst mit 30ul Aceton aufgenommen, mit 260ul
Methanol/Wasser-Gemisch sowie mit 10ul eines Standardgemisches versetzt, das
die Refernzverbindungen BJ[c]PH-3,4-DH, B[c]PH-5,6-DH, 1-OH B][c]PH, 2-OH
B[c]PH, 3-OH BJc]PH, 4-OH B[c]PH und 5-OH B|c]PH (je 1,5 mM in DMSO) enthélt.




Material und Methoden 108

Nach jeder Zugabe wurde die Losung mittels Vortex durchmischt. Von den insge-
samt 300 pl Losung wurden je 250 pl Uber eine 500 pul Injektionsschleife auf die
HPLC gegeben. Die Auftrennung erfolgte mittels Reversed-Phase-HPLC
(Methanol/Wasser-Gradient) an einer RP18-Saule nach dem in Schema 6.5 ange-
gebenen Gradientenprogramm. Die Detektion erfolgte mit Hilfe von Online-
Radiodetektion in Reihe geschaltet mit einem UV-Detektor. Hierbei wurden je ml
Methanol/Wasser-Fliemittelgemisch  3ml Scintillationscocktail zugepumpt. Zur
Identifizierung der °H-markierten Metabolite diente ein Vergleich der Peak-
Retentionszeiten im *H-Spektrum mit den bei 280 nm im UV detektierten charakteri-
stischen Spektrum der Referenzverbindungen Retentionszeitverschiebungen zwi-
schen einzelnen Melserien hatten daher keinen Einflul3 auf die Identifizierung der

Peaks.

Schema 6.5 RP-HPLC-Gradientenprogramm zur Trennung von B[c]PH-Metaboliten

(Metanol/Wasser)

Zeit [min] 0 10 35 45 60 70 80 85

Methanol [%] |40 50 50 70 70 100 80 40

6.6.4 Korrelationen

Die Berechnung der Spearman-Korrelationskoeffizienten erfolgte rechnergestitzt mit
Hilfe des Statistikprogramms ,Stat Most" fir Windows.
Spearman-Korrelationskoeffizienten sind ein Malf3 fur die Abhangigkeit zweier Varia-
blen X und Y, jeweils bei Betrachtung unabhangiger Paare (Encyclopaedia of Ma-
thematics, 1992)

6.6.4 Inhibitorstudien

Bei Metabolismusstudien in der Gegenwart von Inhibitoren wurden die entsprechen-

den Inhibitormengen (in DMSO gel6st) unmittelbar vor der Mikrosomensuspension in
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den Ansatz pipettiert. Alle Ansétze einschliel3lich der Kontrollinkubation (ohne Inhi-
bitor) enthielten gleiche Anteile DMSO.

6.6.5 Flussigscintillationszahlung

Zur Bestimmung der Restaktivitat in den verbleibenden Wasserphasen wurden die-
se einschliel3lich des geféllten Proteins aus den Epi-Caps in Z&hlglaserpipetiert, mit
3,4 ml Scintillationscocktail versetzt und mittels Vortex durchmischt. Die Z&hldauer

betrug jeweils 1min.

6.7 umu-Test

Die Durchfuihrung des umu-Test erfolgte nach Shimada et al., 1994

6.7.1 Bakterienstamme

Die transfizierten Salmonella typhimurium TA 1535-Stdmme pSK 1002 und NM 2009
wurden freundlicherweise von Herrn F.P. Guengerich (Nashville Tennessee) bezo-
gen. Der Bakterienstamm NM2009 unterscheidet sich von pSK1002 durch eine zu-
satzliche O-Acetyltransferase-Aktivitat und ist besonders empfindlich fur die Detekti-

on der Genotoxizitat aromatischer Amine (Shimada et al., 1994).

6.7.2 Kultivierung der Bakterien

Luvia-Bertoni (LB)-Medium (500 ml Lésung)
-5g Bacto-Trypton (Casein)
-2,5g9 Bacto Yeast-Extract
-2,5g NaCl
-vor dem Auffullen auf 500 ml mit 1IN NaOH auf
-pH 7,2 einstellen
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-autoklavieren

TGA-Medium -10g Bacto-Trypton
-5g NaCl
auf 990 ml auffullen und autoklavieren
-unter sterilen Bedingungen 10 ml einer zuvor

autoklavierten 20%igen Glukosel6sung zugeben

Die Kultivierung der Bakterien erfolgt unter halbsterilen Bedingungen.

Von der gefrorenen, in flissigem Stickstoff konservierten Stammkultur wurde mit
Hilfe eines sterilen Holzstabchens etwas Suspension abgekratzt und in 25 ml LB-
Medium suspendiert, das zuvor mit Ampicillinlosung bzw. Chloramphenikol-Lésung
(50 pg/ml Ampicillin far TA 1535/pSK1002; 25 pg/ml Ampicillin; 25 pg/ml Chlo-
ramphenikol fiur NM 2009) versetzt wurde. Der Ansatz wurde bei 37°C unter Um-
schwenken (160 UPM) bei leicht gedffnetem Gefal3, 14 Stunden im Inkubator be-

britet.

6.7.3 Konservierung der Bakterien

je 0,9 ml Bakteriensuspension werden unter Zugabe von 0,1 ml DMSO in Kryoréhr-
chen pipettiert, der Inhalt gut durchmischt und sofort zunachst im Gefrierschrank (-
20°C), dann im Biofreezer (-80°C) tiefgefroren und spater unter flissigem Stickstoff

gelagert.

6.7.4 Durchfihrung des umu-Test

6.7.4.1 Herstellung der Bakteriensuspension

Die Uber Nacht gewachsene Bakterienkultur (siehe 5.7.2) wird in einem zuvor sterili-
sierten Erlenmeyerkolben 1:30 mit TGA-Medium verdinnt und ca. 90 Minuten bei
37°C und 160 UPM weiterkultiviert. Die Bakteriendichte wird bei einer Wellenlange

von 600 nm gegen TGA-Medium photometrisch gemessen. Eine optimale Dichte ist
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erreicht wenn die Extinktion 0,25-0,30 betragt. Es empfiehlt sich eine Kontrollmes-
sung ab 60 Minuten.

Um das Bakterienwachstum zu unterbrechen wurde die Suspension auf Eis gestellt.

6.7.4.2 Metabolische Aktivierung

Jeder Ansatz wurde mindestens als Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Inkubation
der humanen Lebermikrosomen mit dem jeweiligen Substrat erfolgt in einem Ge-
samtvolumen von 1 ml L6sung bestehend aus 50mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4),
einem NADPH-generierenden System (Glukose-6-phosphat (5mM), NADP" (1mM)
und 0,75 IU Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, und der unter 5.7.4.1 erhaltenen

Bakteriensuspension (Schema 5.6).

Schema 5.6 Pipettierschema zur Bestimmung der SOS-Induktion in S. typhimurium
TA 1535 pSK 1002 durch PAK-DH nach metabolischer Aktivierung.

Kontrolle Probenwert
Phosphatpuffer 0,5M pH 7,4 100pl
bidest. Wasser erganzen bis zu einem Gesamtvolumen von 1 ml

Mikrosomensuspension | hdchste eingesetzte Kon- -
zentration
2 min Kochen im sieden-

den Wasserbad

Glukose-6-Phosphat 10pl
NADP* 20ul
Mikrosomensuspension Menge je nach Konzen-
tration
Glukose-6-Phosphat-DH 10pl
Testsubstanz 5ul
Bakteriensuspension 750pl

Inkubation bei 37°C und maximaler Ruttelgeschwindigkeit fir 2 Stunden
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Die Inkubation erfolgt in einem Schittelwasserbad bei 37°C und maximaler Riuttel-
geschwindigkeit fur 2 Stunden. Die Kontrollinkubation enthielt durch vorheriges Ko-
chen inaktivierte Mikrosomen (jeweils die hochste Mikrosomenkonzentration)

Je nach Problemstellung wurden Kontrollenansatze ohne Substrat oder Mikrosomen
inkubiert. Zum Beenden der Inkubation werden die Ansatze auf Eis gestellt.

Ein Pipettierzyklus betrug max. 45 Minuten, 20 zeitgleiche Inkubationsansétze wur-

den nicht Uberschritten.

6.7.4.3 Bestimmung der 3-Galactosidase-Aktivitat

Die Bestimmung der b-Galaktosidase-Aktivitat erfolgte nach der Methode von Miller,
1972

Die Induktion des umuC-lacZ-Gens wird nach Lyse der Zellmembran durch Messung
der 3-Galactodidase-Aktivitat bestimmit.

Aus den erhaltenen Inkubationsansatzen werden jeweils 100 ml entnommen und mit
0,9 ml Z-Puffer (vor Gebrauch 0,35ml Mercaptoethanol/ 100 ml zugeben) versetzt.
Durch Zugabe von 25 pl einer 0,1%igen SDS-L6sung, 2,5 pl Chloroform und mittels

Vortex wurden die Bakterien lysiert.

LOosung Kontrolle Probe

Bakteriensuspension aus 100pl

Testsubstanzinkubation

bidest. Wasser 100pl
Z-Puffer-Lésung 900l
SDS-L6sung 25l
Chloroform 5ul
Vortex
2-NPG-L6sung 100pl
Vortex

Inkubation bei 37°C fur 15 Minuten (Wasserbad)

Na-Carbonat-Losung 500ul
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Nach Zugabe von 100 pl O-Nitrophenyl-R-D-Galactopyranosid (4 mg/ml in 0,1M Na-
Phosphat-Puffer pH 7, frisch hergestellt) und Durchmischung mittels Vortex wurden
die Ansatze im Schuttelwasserbad bei 37°C fur 15 Minuten inkubiert.

Zum Beenden der Reaktion werden je Ansatz 500ul 1M Natriumcarbonat-Lésung
zupipettiert und der Ansatz gevortext.

Ein Kontrollansatz, der statt der Bakteriensuspension 100 bidest. Wasser enthalt,
wird mitgefuhrt.

Die quantitative Bestimmung der Nitrophenolationen erfolgt bei einer Wellenléange
von 420 nm, die der Tribung bei 550nm gegen den unter 5.7.4.2 vorbereiteten
Blindwert.

Die Bakteriendichte in den einzelnen Inkubationsansatzen wird bei 600 nm gegen

TGA-Medium gemessen.

6.7.4.4 Berechnung der Induktion der Genexpression

1) bezogen auf das Volumen des Inkubationsansatzes:

umu-units/ml Inkubationsansatz = 1000 x (Abs 450 - 1,75 AbS s50)

15 [min] x 0,1 [Verdinnung] x Abs g0

2) bezogen auf die Mikrosomenmenge

umu-units (units/min x mg protein) =  umu-units (Probe) - umu-units (Kontrolle)

[min] x 0,1 [Verdinnung] x Abs g0

6.7.4.5 Inhibitorstudien

Bei Metabolismusstudien in der Gegenwart von Inhibitoren wurden die entsprechen-
den Inhibitormengen (in DMSO gel6st) unmittelbar vor der Mikrosomensuspension in
den Ansatz pipettiert. Alle Ansétze einschliel3lich der Kontrollinkubation (ohne Inhi-
bitor) enthielten gleiche Anteile DMSO.
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6.8 HPRT-Test

Die Durchfiihrung des HPRT-Tests erfolgte nach Bradley et al., (1981).

6.8.1 Zellkultur

G-Medium 0,51 DMEM-Medium mit Phenolrot

Zusatze:

50 ml fotales Kalberserum

5 ml Natriumpyruvatlosung

5 ml Penicillin-Streptomycin-Lésung

5 ml Geneticin-Losung

PBS-Stammldsung

PBS-L8sung

Trypsinlésung

Trypanblaulésung

5 g NaCl

0,25 g KCI

0,72 g Na;HPO,
0,125 g KH,PO,

in 1| bidest. Wasser losen

50 ml Stammlésung mit bidest Wasser auf 500 ml

auffullen

0,125 g Trypsin
0,0624 g EDTA
in 250 ml PBS-L6sung lésen (pH 7,4)

0,5 g Trypanblau
0,9 g NaCl

in 100 ml bidest Wasser l6sen
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Passagenzahl:
Fiur die HPRT-Mutationstests mit V79 h3A4 hOR-Zellen wurden Zellen der Passa-

genzahl 4 eingesetzt.

6.8.1.1 Kultivierung

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 75 cm® Kulturflaschen in jeweils 15 ml N-Me-
dium. Die Zellen wurde im Brutschrank bei 37°C, einer Luftfeuchtigkeit von 85% so-
wie einem CO,-Gehalt von 5% bebritet. Sofern die Zellen nicht passagiert oder in-
kubiert wurden, erfolgte der Mediumwechsel spatestens nach 3 Tagen. Hierbei wur-
de das verbrauchte Medium abgegossen, der Zell-Monolayer jeweils zweimal mit 5

ml PBS-LOsung gespiilt, bevor 15 ml frisches Medium zupipettiert wurden.

6.8.1.2 Auftauen und Aussaat der Zellen

Die auf -180°C gekuhlte im Kryor6hrchen befindliche Zellsuspension wurde rasch
bei 37°C aufgetaut und in ein mit 10 ml N-Medium gefulltes 15 ml Bluemax tberfuhrt
Die suspendierten Zellen wurden sofort 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 5 ml Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wur-

de in eine Kulturflasche tberfihrt und wie unter 5.8.1.1 beschrieben bebriitet.

6.8.1.3 Passagieren der Zellen

V79-Zellen wachsen in Monolayer-Kultur und mussen daher bei konfluentem Be-
wuchs passagiert werden. Hierzu wurde das Medium abgegossen und der Zellmo-
nolayer zweimal mit jeweils 5ml PBS-Lésung gespult. Anschlieend wurden 2 ml
Trypsinldsung auf den Monolayer aufgebracht. Nach 30 Sekunden Einwirkzeit las-
sen sich die Zellen durch Abklopfen der Kulturflasche vollstandig ablésen. Das
Trypsin wurde anschliel3end durch Zugabe von 5 ml N-Medium inaktiviert und die

Zellen durch mehrmaliges Hochziehen in einer 5 ml Pipette vereinzelt.
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6.8.1.3 Einfrieren der Zellen

1,25 ml Zellsuspension (10°%1,5 x 10° Zellen/ml) wurden in ein Kryordhrchen pipet-
tiert, danach 150 yl DMSO zugegeben, um beim Einfrieren Kristallbildung zu ver-
meiden. Zuletzt wurde das Gemisch mittels Vortex homogenisiert. Die Zellsuspensi-
on wurde langsam heruntergekihlt, zunéachst bei -20°C fir 24 Stunden, anschlie-

Rend erfolgt die dauerhafte Einlagerung im Biofreezer bei -80°C.

6.8.1.4 Zellzahlung

Die Zellzdhlung erfolgte mit der Neubauer-Zdhlkammer. Hierzu wurde die Zellsus-
pension zundchst mit Trypanblau-Losung gefarbt, wobei nur geschadigte Zellen
dunkelblau geféarbt werden, wahrend intakte Zellen ungefarbt bleiben und sich vom

blauen Hintergrund abheben.

6.8.2 Bestimmung von HPRT-Vorwartsmutationen in V79 h3A4 OR

6.8.2.1.1 Inkubation mit der Testsubstanz

0.Tag Einsaat der Zellen

Firr jede Testsubstanz werden pro Konzentration je 10° V79 h3A4 hOR-Zellen in ei-
ner Kulturflasche kultiviert. Zum Anwachsen der Zellen wurden diese zunédchst 24

Stunden im Brutschrank kultiviert.

1.Tag: Inkubation der Zellen mit der Testsubstanz

Die Testsubstanz in DMSO wird in Bluemax mit N-Medium auf die gewlnschte Kon-

zentration verdunnt (insgesamt 15 ml Medium). Das Kulturmedium der angewachse-
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nen Zellen wird abgegossen und der Zellmonolayer 24 Stunden mit Testsubstanz-

haltigem N-Medium inkubiert.

2.Tag: Inkubationsstop und Passage

Nach 24h Inkubationszeit wurde das Testmedium durch N-Medium ersetzt. Die Zel-
len werden passagiert, die Gesamtanzahl der Zellen in der Flasche bestimmt und je
Konzentration 10° Zellen in neuen Kulturflaschen ausgesat. Sofern durch betrachten
des Monolayers unter dem Mikrosokop eine Zellzahl < 10° zu erwarten war, wurde
die Passage erst nach weiteren 24 Stunden durchgefihrt und lediglich ein Medium-

wechsel durchgefihrt.

4.Tag: Passage

Die Zellzahl in den Flaschen wird bestimmt und jeweils 10° Zellen in neuen Zellkul-

turflaschen weiterkultiviert.

6.8.2.2 Selektion der HPRT-Mutanten

Selektionsmedium -500m| DMEM
-25 ml FKS
-5 ml Na-Pyruvat-L6sung
-5 ml Penicillin/Streptomycin-Lésung

-0,5 ml Thioguanin-Stammldsung
Thioguanin-Stammlésung: 9 mg 6-Thioguanin in 1ml DMSO geldst

Kochsalzlésung (0,9%)
Methylenblaulésung (0,5% in Ethanol)

6.Tag Passage, Kultivierung in Selektionsmedium und Bestimmung der Clo-

ning-Efficiency

Die Zellen werden passagiert. Je Konzentration werden 3 Flaschen mit jeweils 10°

Zellen in Selektionsmedium (TG-Medium) kultiviert. Parallel wird die Cloning Effi-
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ciency bei jeder Testsubstanzkonzentration bestimmt um zytotoxische Effekte erfas-
sen zu koénnen. Hierzu werden jeweils 200 Zellen in Petrischalen in N-Medium kulti-

viert.

13-16.Taqg Farbung der Kolonien

Die Farbung der gebildeten Kolonien erfolgte zwischen dem 13. und dem 16. Tag
nachdem die Zellkolonien in den Kulturflaschen sowie in den Petrischalen bereits
mit blosem Auge sichtbar wurden.

Hierzu wurde das Kulturmedium abgegossen, zweimal mit Kochsalzlésung gespuilt
und die Kolonien mit 5 ml Ethanol (-18°C) fixiert. Fur die Farbung a3t man Methy-
lenblaulésung (-18°C) 30 Minuten auf die fixierten Kolonien einwirken. Danach wur-
de der Farbstoff abgegossen, die gefarbten Kolonien mit Leitungswasser gewaschen

und nach dem Trocknen ausgezabhilt.

6.8.2.3 Auswertung

Die je Testsubstanzkonzentration erhaltenen Koloniezahlen im Selektionsmedium
sowie die ausgezahlten Kolonien der CE werden gemittelt.

Aus der CE wird ein Korrekturfaktor (F) berechnet.

2002

Korrekturfaktor (F) =
Mittelwert CE

a) Anzahl der ausgestreuten Zellen

Die Mutationsfrequenz (MF) je 10° Zellen fiir eine Testsubstanzkonzentration ergibt
sich durch Multiplikation der Anzahl an Mutantenkolonien mit dem Korrekturfaktor
(F). Von den einzelnen Mutationsfrequenzen wird die Spontanmutationsfrequenz
(MFo) in der Kontrolle (Losungsmittel) abgezogen, was als DMF (d-

Mutationsfrequenz) bezeichnet wird. Nach Bradley et al. (1981) kann von einem
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Mutagen gesprochen werden wenn die MF der Testsubstanz um Faktor 3 grof3er ist
als MF,
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